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ADN  Ácido desoxirribonucleico 
AES  Espectroscopía de emisión atómica 
AINEs  Antiinflamatorios no esteroides 
CE  Electroforesis capilar 
CEC  Electrocromatografía capilar 
c-SWNT Nanotubos monocapa carboxilados 
CZE  Electroforesis capilar de zona 
C60  Fulereno 
DAD  Diodos en fila 
DWNTs Nanotubos de bicapa (Double-Walled Carbon Nanotubes) 
EOF  Flujo electroosmótico 
FFF  Fraccionamiento de flujo de campo 
FI  Inyección en flujo 
FLD  Detector de fluorescencia 
GC  Cromatografía de gases 
HPMC  Hidroxipropilmetilcelulosa 
ICP  Plasma acoplado inductivamente 
LC  Cromatografía de líquidos 
MEKC  Cromatografía electrocinética micelar 
MEEKC Cromatografía electrocinética microemulsionada 
MiNDEKC Cromatografía Electrocinética Micelar de Nanopartículas 
Dispersadas 
MS  Espectrometría de masas 
Acrónimos 
 
MWNTs Nanotubos multicapa (Multi Walled Carbon Nanotubes) 
NACE  Electroforesis capilar en medios no acuosos 
NADH  Nicotinamida adenina dinucleótido 
NADPH Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 
NIR  Infrarrojo cercano 
NTs/CNTs Nanotubos de carbono 
SEM  Microscopía electrónica de emisión 
SPE  Extracción en fase sólida 
STM  Microscopía de efecto túnel 
SWNTs Nanotubos monocapa (Single-Walled Carbon Nanotube) 
TEM  Microscopía electrónica de transmisión 
UV/vis  Ultravioleta visible 
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El objeto de esta Memoria es, por una parte desarrollar 
procedimientos analíticos eficaces y fiables para la caracterización y 
cuantificación de nanoestructuras de carbono y por otra, proponer 
nuevas herramientas analíticas basadas en el uso de nanoestructuras de 
carbono. 
 
Concretamente, los objetivos específicos son: 
 
¾ Desarrollo de nuevas metodologías electroforéticas de 
caracterización y cuantificación de nanotubos de carbono, 
funcionalizados o no. 
 
¾ Uso de los nanotubos de carbono para la obtención de 
información química de calidad en procesos electroforéticos. 
 
1. Como fase pseudoestacionaria en el desarrollo de nuevas 
modalidades electroforéticas de separación. 
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1. Generalidades sobre nanotubos de carbono. 
 
1.1. Nanotubos de carbono: tipos, propiedades generales y síntesis. 
 
El origen de los llamados nanotubos de carbono data de 1991 [1] 
cuando Iijima, fascinado por los trabajos de Krätschmer-Huffman de 
síntesis de fulerenos mediante procesos de descarga eléctrica, [2], decidió 
estudiar con microscopía electrónica de transmisión (TEM) los 
subproductos generados en el proceso. En dichos estudios, Iijima observó 
la presencia de estructuras cilíndricas de carbono sobre el cátodo de 
grafito. Estas moléculas cilíndricas que hoy en día conocemos con el 
nombre de nanotubos de carbono (NTs), se caracterizan por sus 
pequeñas dimensiones y su estructura grafítica. De hecho, como se 
observa en la Figura 1, la estructura de los nanotubos puede 
considerarse el resultado de cortar por la mitad una molécula de 
fulereno o C60 y unir estas mitades con una lámina de grafeno. Por ello, 




Figura 1. Estructura de los nanotubos de carbono a partir de fulereno. 
FULERENO 
ó C60 
CABEZAS DE LOS NTs
Distribución hexagonal y 
pentagonal de C 
 
BLOQUE CENTRAL
 DE LOS NTs 
LÁMINA DE GRAFENO
Distribución hexagonal de C 
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1.1.1. Estructura y propiedades. 
 
Desde el punto de vista estructural, los nanotubos de carbono pueden 
considerarse como nanomateriales huecos constituidos por una (single-
walled, SWNTs) ó múltiples (multi-walled, MWNTs) capas o láminas de 
grafeno, generalmente entre 5 y 20 en el caso de los multi-walled, con 
una separación entre láminas de aproximadamente 0.34 nm (ver Figura 
2). Estos últimos años ha llamado la atención la síntesis de nanotubos de 
carbono que presentan únicamente dos capas de láminas de grafeno. 
Estas nuevas estructuras denominadas double-walled (DWNTs) pueden 
considerarse la situación intermedia entre los SWNTs y los MWNTs. 
Diversos autores sostienen que los DWNTs permitirán realizar nuevos 
estudios y conocer en profundidad las interacciones que se establecen 
entre las distintas láminas o capas que constituyen un MWNT. Cabe 
señalar que la síntesis de este tipo de nanotubos aún no es selectiva y 












Figura 2. Tipos de NTs, arriba SWNTs y formación de agregados y abajo 
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En la Figura 2 se recogen los principales tipos de nanotubos de 
carbono. En la parte superior de la imagen, se pone de manifiesto la 
gran tendencia de los nanotubos de carbono monocapa a formar hebras o 
diferentes agregados. En la parte inferior de la imagen se muestra una 
fotografía obtenida por microscopía en la que se observan las distintas 
capas que forman los multicapa. 
 
Los NTs más comúnmente sintetizados presentan una longitud que 
abarca el intervalo comprendido entre varios cientos de nanometros a 
varios micrómetros con un diámetro externo que varía desde 0.2 a 2 nm 
para los SWNTs y desde 2 a 100 nm para los MWNTs [3]. 
 
Estudios efectuados mediante microscopía electrónica demuestran 
que pueden observarse tres tipos de SWNTs atendiendo a la 
configuración o direccionalidad de la lámina de grafeno que constituye el 
bloque central o estructura cilíndrica de los NTs. Concretamente se 
distinguen dos estructuras aquirales, denominadas armchair y zigzag, y 
una estructura quiral, denominada chiral [4]. La Figura 3 muestra esta 
diferencia estructural, la cual se explica en términos de celda unidad de 
nanotubo y su orientación espacial a la hora de constituir el NT.  
 
 
Figura 3. Diferentes estructuras de SWNTs en función de la configuración 
de la lámina de grafeno. 
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Como puede observarse en la Figura 4 el vector quiral Ch puede 
definirse o descomponerse en los vectores unitarios â1 y â2 del entramado 
hexagonal que constituye la lámina de grafeno. De este modo, Ch = 
nâ1+mâ2, siendo n y m números enteros. El vector quiral que define la 
celda unidad, define también el llamado ángulo quiral, el cual 














Figura 4. Celda unidad de nanotubos de carbono en la que se observa el 
vector y el ángulo quiral. 
 
De acuerdo con esta definición, se comprueba experimentalmente que 
los nanotubos armchair se caracterizan por tener n=m y un ángulo 
quiral de 30º. Por otra parte, los nanotubos zigzag se caracterizan por 
tener n ó m igual a cero y por consiguiente un ángulo quiral de 0º. Por 
último, se denominan nanotubos quirales todos los nanotubos que 
presentan ángulos quirales comprendidos en el intervalo 0-30º. En la 
Ch =  4 a1  +  2 a2
VECTOR QUIRAL





VECTORES   UNITARIOS
ÁNGULO QUIRAL 
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Tabla 1 se indican los valores que adopta el ángulo quiral y los números 
enteros n y m para los tres tipos de NTs estructurales. 
 








Armchair n=m 30º 
Zigzag n=0 o m=0 0º 
Quirales n≠m≠0 0 < α < 30º 
 
 
Los nanotubos de carbono con diferente estructura o quiralidad 
presentarán distribuciones electrónicas distintas y por consiguiente 
propiedades químicas y físicas diferentes. En la Tabla 2 se recogen los 
principales valores de algunas de las propiedades de los NTs. 
 
Tabla 2. Principales propiedades de los nanotubos de carbono y sus valores.  
 
Propiedad Valor 
Diámetro típico 1-2 nm 
Longitud típica 100-1000 nm 
Resistividad, 300 K 
(metálicos/semiconductores) 
10-4-10-3 Ω cm/10 Ω cm 
Densidad de corriente 107-108 A cm-2 
Densidad de corriente de emisión de campo 10-1000 mA cm-2 
Velocidad del sonido longitudinal ∼ 20 Km s-1 
Conductividad térmica, 300 K 20-3000 W m-1 K-1 
Poder termoeléctrico, 300 K 200 µV K-1 
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Los nanotubos se caracterizan por tener áreas superficiales elevadas 
y unas excelentes propiedades eléctricas (conductoras), químicas y 
mecánicas. Quizás, una de las propiedades más destacables de los NTs 
es que poseen una elasticidad mayor que cualquier otro compuesto 
conocido [5]. A modo de resumen, en la Figura 5 se muestran las 














Figura 5. Principales propiedades de los nanotubos de carbono. 
 
Sus excelentes propiedades hacen que estos materiales sean el 
objetivo de muchas investigaciones. De hecho, los nanotubos pueden 
actuar como compuestos metálicos o semiconductores. En la Figura 6 se 
pueden observar las estructuras conductoras y semiconductoras de los 




• Alta capacidad para
transportar corriente
• Elevada fortaleza y 
flexibilidad
• Pueden ser metálicos o 
semiconductores dependiendo
de su quiralidad
• Excelente emisión de campo
• Conductividad eléctrica de 
seis órdenes de magnitud
superior al cobre
• Pueden ser funcionalizados 













Figura 6. Nanotubos de carbono conductores y semiconductores. 
 
 
Las propiedades eléctricas de los NTs dependen mayoritariamente de 
su diámetro y quiralidad. En general, un nanotubo será metálico cuando 
n-m=3q, donde q es un número entero. Todos los nanotubos armchair 
son metálicos, y se calcula que aproximadamente una tercera parte de 
los nanotubos zigzag también lo son. Gracias a la sensibilidad de las 
propiedades eléctricas de los nanotubos, ellos pueden formar pares 
concéntricos de metal-semiconductor, semiconductor-metal y metal-
metal. De hecho, se han realizado uniones de nanotubos de diferente 
quiralidad [6] y se ha comprobado que la introducción de pentágonos o 
heptágonos en la red hexagonal de la lámina de grafeno de los nanotubos 
cambia su quiralidad y por lo tanto sus propiedades eléctricas [7]. Otra 
forma de realizar uniones de nanotubos es mediante el dopaje químico 
de segmentos de nanotubos [8]. El objetivo último de realizar estas 
uniones es disponer de NTs de diversas propiedades y características a 
fin de ser utilizados en la fabricación de aparatos a escala nanométrica 
(máquinas moleculares).  
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Además, al ser estructuras huecas pueden albergar en su interior 
moléculas huéspedes de reducido tamaño. En este sentido, muchas 
investigaciones actuales contemplan el uso de NTs como un sistema 




Las técnicas actuales de síntesis de NTs pueden clasificarse en tres 
grandes grupos:  
¾ Descarga de arco en medio catalítico 
¾ Ablación por láser 
¾ Deposición química de vapor 
 
 
Desde el punto de vista analítico, esta última técnica es la más 
interesante, puesto que permite sintetizar nanotubos alineados 
verticalmente sobre superficies. 
 
Descarga de arco en medio catalítico. Fue la técnica utilizada en 1991 
por Iijima. La Figura 7 muestra un esquema de la cámara utilizada en 
esta técnica. Como puede observarse, ésta sólo consta de una cámara de 
helio a presión controlada y de dos electrodos de grafito. Al producirse la 
descarga o arco entre los electrodos, el helio se ioniza parcialmente 
generando un plasma. En estas condiciones, algunos átomos de carbono 



















Figura 7. Cámara empleada en los procesos de descarga de arco. 
 
Para obtener mediante esta técnica NTs de calidad, deben 
controlarse diversos factores. Entre los más importantes cabe destacar la 
presión de helio en la cámara de evaporación. Se ha comprobado 
experimentalmente que 500 Torr es la presión de helio óptima para 
obtener nanotubos. Una presión inferior, 100 Torr, resulta en la 
producción mayoritaria de fulerenos o C60. Otro factor importante es la 
corriente del arco. En este sentido, experimentalmente se ha 
comprobado que altas corrientes producen como productos mayoritarios 
materiales  aglomerados y duros con unos cuantos nanotubos libres. Por 
tanto, la corriente debe ser lo más baja posible y debe mantener un 
plasma estable. Por último, es esencial la refrigeración tanto de los 
electrodos como de la cámara. 
 
Posteriormente, Ebbesen y Ajayan propusieron una síntesis a gran 
escala de MWNTs variando las condiciones experimentales 
(principalmente el potencial aplicado ∼ 18 V DC) de la técnica estándar 
de los procesos arco. Mediante este proceso, los MWNTs obtenidos 






Fuente de corriente DC
Bombeo
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en lugar de los típicos hexágonos de las láminas de grafeno que 
constituyen los nanotubos [10]. 
 
En 1993, Iijima e Ichihashi [11] y Bethune y col. [12] publicaron 
simultáneamente procesos de descarga arco y catálisis asistida para la 
síntesis de SWNTs. Iijima usó una cámara de descarga llena con una 
mezcla de gases (10 Torr de metano y 40 Torr de argón). Durante la 
evaporación, el cátodo tenía una pequeña pieza de hierro. La presencia 
de estos tres componentes o medio catalítico, condujo a la producción de 
SWNTs. El análisis mediante TEM reveló la presencia de hebras o 
agregados de SWNTs. Bethune usó como ánodos, electrodos de grafito de 
pequeño diámetro perforados. Los agujeros creados se llenaron con una 
mezcla de metales puros (Fe, Ni ó Co) y grafito. De esta forma se 
demostró que el cobalto actuaba como catalizador en la síntesis de 
SWNTs, obteniendo además NTs con diámetros uniformes de 
aproximadamente 1.2 nm. Si bien estas técnicas mejoraban la 
selectividad obtenida hasta la fecha, presentaban un bajo rendimiento. 
Más tarde, un grupo de investigación francés encabezado por Journet, 
propuso el uso de mezclas de metales, Ni-Co, Co-Y o Ni-Y, como 
catalizadores [13]. Con estos catalizadores el rendimiento del proceso de 
síntesis aumento hasta 70-90%. 
 
Ablación por láser. Esta técnica, como la anterior, se fundamenta en 
la sublimación/deposición de átomos de carbono. A diferencia de la 
modalidad de descarga de arco en medio catalítico, los átomos de carbono 
se obtienen al incidir una radiación láser sobre el grafito. Concretamente, 
como puede observarse en la Figura 8, se introduce en un reactor 
tubular calentado a ∼1200ºC una mezcla de grafito con metales, 
generalmente Co o Ni, que actúan de catalizadores. A través del reactor 
Introducción 
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tubular se hace pasar una corriente de gas inerte (argón o helio) a 
presión constante a la vez que se incide con la radiación láser sobre la 
mezcla reactiva. En estas condiciones, los átomos de carbono del grafito 
subliman y al depositarse lo hacen para formar entre otros productos, 









Figura 8. Dispositivo empleado en los procesos de ablación por láser. 
 
Smalley demostró que podían obtenerse SWNTs fácilmente 
utilizando un dispositivo semejante al descrito en la Figura 8 [14]. Este 
dispositivo consta únicamente de partículas metálicas de molibdeno 
soportadas sobre alúmina localizadas en el interior de un reactor tubular 
sobre el cual se hace pasar una corriente de monóxido de carbono a una 
temperatura de 1200ºC y una radiación láser. En estas condiciones, se 
obtienen SWNTs de diámetro uniforme y con un diámetro de 20 nm y 
longitudes entre 10-100 µm.  
 
En los últimos años se han descrito importantes mejoras sobre esta 
técnica, siendo especialmente importante el uso de distintas fuentes de 
radiación láser. En este sentido, en 2005, Kusaba y col. empleando 
simultáneamente un láser de XeCl y de KrF lograron sintetizar SWNTs 
con una elevada pureza y homogeneidad [15]. La evolución ha sido tal, 
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que mediante el uso de catalizadores y fuentes de láser adecuadas para 
producir la ablación del grafito es posible sintetizar nanotubos de 
carbono a presión y temperatura ambiente [16]. Concretamente se ha 
descrito la síntesis “in situ” de nanotubos de carbono empleando una 
interfase sólido-líquido, de manera que a través de una placa de Ni-
carbono pasa un flujo de etanol usando Ni como catalizador [16]. El 
empleo de la técnica de ablación por láser junto al uso de óxidos 
metálicos como catalizadores también ha permitido sintetizar nanotubos 
incluso a temperatura inferior a la temperatura ambiente [17]. 
 
Deposición química de vapor. Esta técnica se basa en la generación 
de átomos de carbono por descomposición térmica de hidrocarburos o 
acetileno en presencia de un catalizador. La posterior deposición de 
dichos átomos sobre el catalizador da lugar a la formación de nanotubos 
de carbono. Como se observa en la Figura 9, una corriente de gas inerte 
desplaza al hidrocarburo o acetileno a través de un reactor tubular 
calentado entre 500 y 1000ºC. En dichas condiciones tiene lugar el 
proceso antes descrito obteniéndose los nanotubos de carbono [18]. 
 
 
Figura 9. Cámara empleada para la obtención de nanotubos de carbono 








C2H2  N2 
Entrada gas Salida gas 
Tubo de cuarzo 
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La principal ventaja de esta técnica es que permite obtener 
nanotubos alineados. En este último sentido, se han descrito diversas 
condiciones experimentales que permiten efectuar esta síntesis. De ellas, 
cabe destacar el procedimiento propuesto por Amelinckx [19] y el trabajo 
desarrollado por Li y col., el cual permite obtener nanotubos alineados 
perpendicularmente sobre una superficie de sílice mediante la 
descomposición de acetileno a 700ºC [20]. Terrones propone efectuar la 
pirolisis de compuestos orgánicos a 950ºC en presencia de cobalto como 
catalizador [21]. Pero quizás, la demostración más impresionante fue la 
realizada por un grupo de investigación de la Universidad estatal de 
Nueva York encabezado por Provencio, que observaron la formación de 
nanotubos alineados sobre un soporte de sílice recubierto de níquel de 
varios centímetros cuadrados. En este trabajo, emplearon acetileno como 
fuente de carbono en lugar de utilizar hidrocarburos. Además, se 
propone por primera vez el uso de un catalizador no metálico, 
concretamente observan que una corriente gaseosa de amoniaco puede 
actuar de catalizador [22]. 
 
A modo de esquema, en la Tabla 3 se describen los principales 
procesos de síntesis de nanotubos de carbono así como los catalizadores y 
principales fuentes de atomización. 
 
 
Tabla 3. Esquema de los principales procesos de síntesis de NTs. 
Proceso de síntesis Fuente de carbono Catalizador Fuente de atomización 
Descarga de arco en 
medio catalítico Grafito Ausencia/metales 
Arco de descarga 
eléctrico/plasma 
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1.2. Miniaturización como tendencia en Química Analítica: objetivos y 
papel de los nanotubos de carbono. 
 
La miniaturización y por tanto la simplificación de los procesos 
analíticos es una de las tendencias actuales de la Química Analítica [23], 
compartida por muchas otras áreas científicas y técnicas como por 
ejemplo la electrónica, informática, mecánica y óptica. La 
miniaturización parcial de herramientas está implícita en muchos 
avances de la Química Analítica y no sólo ha facilitado el transporte de 
los instrumentos para la realización de medidas “in situ” sino que ha 
permitido mejoras notables de las características analíticas. La Tabla 4 
recoge algunos ejemplos característicos de miniaturización de 
herramientas y algunas de sus principales ventajas. 
 
El desarrollo de microchips y biosensores son claros ejemplos del 
grado de miniaturización actual al que se tiende ya que además de 
mejorar las características analíticas de los procesos y la calidad de los 
resultados repercuten favorablemente sobre las propiedades productivas 
(costes, tiempo de análisis, recursos humanos, etc.).  
 
Un claro ejemplo de la importancia de la miniaturización es el 
desarrollo de chips de silicio que ha permitido integrar en un chip de 
escasas dimensiones millones de circuitos integrados y millones de 
transistores. A pesar de este potencial, hoy en día puede afirmarse que 
esta tecnología es insuficiente para hacer frente a los nuevos retos y 
necesidades, de modo que es necesaria la incorporación y el desarrollo de 
nuevos materiales para poder alcanzar el grado de miniaturización 
deseado. Entre todos los materiales estudiados, destaca el papel que 
están ejerciendo los nanotubos o las nanoestructuras de carbono. Entre 
las principales características que poseen los nanotubos de carbono, y 
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que les convierte en una excelente alternativa como nuevos materiales 
para la miniaturización, destaca su elevada capacidad conductora así 
como elevada estabilidad mecánica y térmica. Por otra parte, sus 
dimensiones y peculiar estructura química convierten estos materiales 
en perfectos candidatos para desarrollar materiales empaquetados de 
elevada densidad y la fabricación de estructuras no planas. 
 
 




- Incremento en la eficacia 
- Reducción del consumo de 
fase móvil 
- Aumento de sensibilidad 
- Compatibilidad con 
detectores de alta precisión 
Microchips electroforéticos 
- Pequeños volúmenes de 
muestra 
- Equipos portátiles 
- Tiempos cortos de análisis 
Sistemas de 
separación 
Microanalizadores para medidas “in 
vivo” 
- Diagnósticos rápidos y 
seguros 
Espectrofotómetro de diodos en fila - Espectros completos en menos de un minuto 
Microcélulas de flujo en LC 
- Disminución del volumen 
interno 




Microelectrodos en electroquímica 
- Incremento de densidad de 
corriente 
- Minimización de efecto de 
resistencia y contaminación 
- Rapidez de respuesta 
- Menor concentración de 
electrolito 
- Mejor relación señal/ruido 
 
 
La Figura 10 muestra esquemáticamente los principales retos y 
objetivos que pretenden alcanzarse en un futuro próximo mediante el 
empleo de nanotubos de carbono y sus derivados. En este sentido, cabe 
destacar el uso de nanotubos de carbono para el desarrollo de 
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microelectrodos y sistemas electroquímicos integrados. De hecho, desde 
el punto de vista de la Química Analítica, posiblemente éste ha sido y 
















El desarrollo actual de microchips basados en el uso de 
microelectrodos de nanotubos de carbono se presenta como una de las 
aportaciones con una mayor trascendencia. Así pues, es lógico pensar 
que los NTs son grandes promesas para abordar estudios y 
determinaciones en el ámbito biomédico y/o farmacéutico. Su papel en el 
diagnóstico clínico así como en la monitorización de muestras 
ambientales e investigaciones forenses es también prometedor, ya que 
resulta de gran utilidad práctica para poder efectuar determinaciones 
“in situ” y toma de decisiones inmediatas. Un ejemplo, es el trabajo 
desarrollado por Wang, el cual describe un sistema miniaturizado de 
electroforesis capilar con un microelectrodo de nanotubos de carbono 
Retos y usos de nanotubos 
de carbono en miniaturización 
Química Analítica 
Otras áreas científicas 
Desarrollo de micro y 
nanoelectrodos Desarrollo de biosensores 
Nano- y microsistemas 
de preconcentración 
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como detector amperométrico [24]. El microelectrodo se fabrica sellando 
un capilar de sílice fundida con cobre e introduciendo una mezcla de 
NTs-epóxido a través de la parte abierta del capilar hasta alcanzar el 
contacto con el cobre y establecer la corriente eléctrica. Este nuevo 
detector de electroforesis capilar basado en NTs, permite determinar de 
forma rápida biomarcadores, en concreto tioles, en muestras acuosas. 
  
Para desarrollar nano-equipos, además de los sistemas de detección, 
deben miniaturizarse y adaptarse a escala nanométrica otros 
componentes, como por ejemplo resistencias, conectores, interruptores, 
etc. Muchos de los esfuerzos actuales en la denominada nanotecnología 
pretenden obtener a partir de nanotubos de carbono todos estos nano-
componentes. Entre los resultados más relevantes obtenidos hasta la 
fecha, destaca la fabricación de nano-interruptores por Jang y col. [25]. 
Estos autores, fabricaron nano-interruptores con MWNTs alineados 
verticalmente. Otro ejemplo es el desarrollo de nanotransistores por el 
grupo de investigación de Samsung [26]. La principal ventaja de estos 
nanotransistores es que son capaces de operar a temperatura ambiente. 
  
Sin lugar a dudas uno de los pasos más importantes hacia la 
miniaturización ha sido el trabajo desarrollado por el profesor Bachtold, 
quien construyó circuitos lógicos capaces de transformar números lógicos 
0 en 1 a partir de transistores basados en SWNTs [27].  
 
El objetivo último de todos estos estudios es alcanzar un grado 
elevado de miniaturización que conduzca entre otros al desarrollo de las 
denominadas máquinas moleculares. El poder disponer de ordenadores 
más pequeños que los actuales con una posibilidad de cálculo superior y 
una velocidad también superior es uno de los grandes retos de la 
nanotecnología. Pero su potencial no se limita exclusivamente a este 
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ámbito. El desarrollo de nanoestruturas permitirá en un futuro 
establecer, entre otras aplicaciones, tratamientos específicos sobre 
células afectadas por diversas patologías. 
 
Uno de los retos o problemas actuales a resolver está relacionado con 
el uso de combustibles fósiles y la búsqueda de fuentes alternativas de 
energía. Una de las fuentes de energía más limpias es el hidrógeno. 
Aunque su empleo presenta un problema importante a la hora de 
establecer las formas de almacenamiento de este gas. Como se ha 
indicado anteriormente, los nanotubos de carbono se caracterizan por 
presentar una estructura hueca de modo que puede alojar moléculas 
huésped en su interior. Numerosas investigaciones financiadas por el 
Séptimo Programa Marco de la Unión Europea se centran precisamente 
en el uso de nanotubos de carbono y estructuras relacionadas como 
sistemas eficaces de almacenaje de hidrógeno y otras moléculas. 
 
La obtención de nanotubos o nanoestructuras puras y con un grado 
elevado de perfección, ausencia de defectos en su estructura, es hoy por 




1.3. Usos presentes y futuros de los nanotubos de carbono. 
 
De lo expuesto anteriormente, puede deducirse que desde su 
descubrimiento, los nanotubos de carbono se han empleado en multitud 
de áreas y de aplicaciones o usos. Los principales usos actuales de los 
















Figura 11. Esquema de los principales usos de los nanotubos de carbono 
como herramienta en Química Analítica. 
 
 
Además de las aplicaciones analíticas, los nanotubos de carbono 
presentan o van a presentar importantes papeles en otras áreas de la 
ciencia. Concretamente en el campo biomédico, los estudios y los 
resultados obtenidos hacen pensar un futuro prometedor para el uso de 
nanotubos de carbono como vehículos para el transporte y reparto 
selectivo de pequeños fármacos a determinados tipos de células, 
existiendo la posibilidad de transportar al mismo tiempo diferentes 
principios activos. Esto supondría un gran avance en campos tan 
importantes como la lucha contra el cáncer. La elevada estabilidad y 
baja reactividad de los nanotubos de carbono, hacen que estas moléculas 
sean inocuas para el organismo, por ello se prevé que también puedan 
ser utilizados para el desarrollo de prótesis, como promotores del 
crecimiento neuronal en ciertos procesos tumorales e incluso para el 
desarrollo de músculos artificiales.  
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Por otra parte, los nanotubos de carbono son materiales que exhiben 
una excelente emisión del campo, emiten electrones al aplicarles un 
voltaje. Esta propiedad permitirá en un futuro, desarrollar superficies 
planas con nanotubos inmovilizados que actúen a modo de emisores, 
siendo posible desarrollar pantallas más eficientes que las pantallas de 
plasma actuales. Otra aplicación potencial es el desarrollo de bombillas 
altamente eficaces basadas en la radiación proveniente de una superficie 
de fósforo al ser bombardeada por electrones, los cuales provendrían de 
los nanotubos. Otro uso, ya desarrollado, es como fuente de electrones en 
microscopía electrónica. 
 
Como se ha indicado anteriormente, la multitud de aplicaciones de 
los nanotubos de carbono se deben a sus excelentes propiedades. Las 
principales propiedades de los nanotubos así como otras aplicaciones se 
describen brevemente en la Tabla 5. 
 
Tabla 5. Propiedades y principales aplicaciones de los nanotubos. 
Propiedades Usos potenciales 
 Elevada superficie especifica 
 Comportamiento metálico o 
semiconductor 
 Cavidades que permiten el 
almacenamiento dentro del 
nanotubo 
 Alta resistencia térmica 
 Gran resistencia mecánica 
 Alta flexibilidad 
 Gran conductividad 
 
 Plásticos conductores 
 Almacenamiento de hidrogeno 




 Biosensores para gases y análisis 
químicos 
 Nanocomponentes electrónicos 
(diodos, transistores, interruptores, 
etc.) 




La gran capacidad conductora de los nanotubos de carbono hace 
pensar en la posibilidad de emplearlos como cables coaxiales, 
pegamentos conductores e incluso como conectores de interruptores y 
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transistores. Una curiosidad en este sentido es el trabajo que la NASA 
pretende desarrollar. Así pues, uno de sus principales objetivos es la 
fabricación de un elevador espacial en el cual la conexión desde la tierra 
hasta el objeto geoestacionario se establecería con nanotubos de carbono.  
 
El desarrollo de fibras de nanotubos para la fabricación de 
carrocerías de vehículos, tejidos, textiles e incluso líneas de cables de 
alta tensión es otro campo de investigación importante. 
 
Por último, cabe destacar el papel que ejercerán los nanotubos de 
carbono en la fabricación de máquinas moleculares, las cuales entre 
otros aspectos revolucionarán el campo de la informática.  
 
Como ha quedado demostrado, las posibles aplicaciones prácticas de 
los nanotubos de carbono son muy diversas, pero aún son necesarias 
muchas investigaciones para poder alcanzar los primeros objetivos. Son 
por lo tanto, aplicaciones a largo plazo.  
 
 
2. Nanotubos de carbono como objeto de análisis. 
 
El potencial de los nanotubos de carbono en los diferentes campos de 
aplicación descritos anteriormente, está claramente limitado por la 
dificultad que entraña la síntesis de grandes cantidades de material 
puro. Los métodos de síntesis actuales (descritos brevemente en la 
sección 1.1.2.) conducen a la obtención de mezclas de nanotubos de 
diversa longitud y diámetro. Además, en muchas ocasiones se obtiene 
incluso mezcla de diferentes estructuras. De hecho, el rendimiento de 
estos métodos varía entre el 50 y el 90%, siendo frecuente obtener como 
subproductos carbón amorfo, material grafítico y fulerenos. Además, no 
debe olvidarse la presencia de residuos de metales provenientes de los 
catalizadores utilizados en la síntesis. Por consiguiente, es necesario y 
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de gran importancia el desarrollo de metodologías analíticas que 
permitan por una parte la purificación de nanotubos de carbono y por 
otra su correcta caracterización. 
 
2.1. Procedimientos de purificación y separación de nanotubos. 
 
En la bibliografía se han descrito numerosos procesos de purificación 
y separación de los nanotubos de carbono del hollín obtenido tras los 
procesos de síntesis. Aunque se han empleado una gran variedad de 
métodos químicos, como tratamientos oxidativos (aplicables a los 
MWNTs), y físicos (procesos de filtración), de forma separada para la 
purificación de NTs, la combinación de ambos es el procedimiento más 
eficaz actualmente para obtener nanotubos de carbono de gran pureza 
[28]. 
 
En este afán por purificar y separar los nanotubos de los 
subproductos de síntesis y otros residuos catalizadores, se ha tratado el 
material sin refinar de varias formas, tales como la adición de 
disolventes junto con ultrafiltración [29,30], floculación con tensioactivos 
[31], tratamientos oxidativos [32,33] y lavado ácido seguido de 
centrifugación y resuspensión en medios tensioactivos o poliméricos. Un 
ejemplo típico de la combinación de métodos químicos y físicos es el 
desarrollado por Mihailović para la purificación de SWNTs, cuyo 
esquema se muestra en la Figura 12 y donde los porcentajes en peso son 

























Figura 12. Esquema del procedimiento de purificación de SWNTs del hollín 
de síntesis. Las líneas de puntos indican el material extraído desde el hollín.  
 
 
Con la combinación de procesos físicos y químicos se consigue 
separar los NTs del hollín de síntesis, obteniendo una mezcla de SWNTs 
o MWNTs de varias longitudes y diámetros. Como se ha indicado 
anteriormente, las dimensiones físicas de los NTs afectan drásticamente 
a sus propiedades eléctricas así como a su facilidad para dispersarse en 
medios orgánicos y acuosos dado que incide de forma crítica en su 
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Entre los métodos preparativos de purificación de NTs, destaca la 
electroforesis preparativa en gel cuya eficacia se ha demostrado en la 
purificación de nanotubos oxidados algunos de los cuales presentan 
fluorescencia. Como resultado de este método, se obtienen tres fracciones 
principales. No obstante, el procedimiento es tedioso y requiere la 
fragmentación de las bandas previamente separadas [35]. La 
electroforesis capilar en su modalidad de exclusión por tamaño o 
permeabilidad en gel  también se ha utilizado para la separación de 
nanotubos en función de su tamaño [36].  
 
La cromatografía líquida también se ha utilizado para la purificación, 
en este caso, de nanotubos funcionalizados. Un ejemplo es la separación 
de SWNTs funcionalizados con octadecilamina utilizando columnas de 
Styragel HMW7 [37] y la separación de SWNTs oxidados o 
funcionalizados con grupos carboxílicos con una columna de PL aquagel-
OH [38].  
 
La electroforesis capilar también juega un papel importante en la 
separación y caracterización de nanotubos, ya que permite no sólo la 
separación de los NTs de otros subproductos sino que además permite 
separar fácilmente los distintos tipos de NTs atendiendo a su relación 
carga/tamaño. Como muestra la Figura 13, en el caso de NTs no solubles 
pueden separarse como especies dispersadas con polivinilpirrolidina [39] 
ó dodecil sulfato sódico (SDS) [40]. 
 
La principal limitación de esta metodología es la baja 
reproducibilidad entre inyecciones con respecto a la posición y número 
de picos obtenidos, hecho atribuido a la formación incontrolada de 
agregados de nanotubos durante la etapa de suspensión. 
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Actualmente se está estudiando la aplicabilidad de otra de las 
modalidades de la electroforesis capilar, en concreto la dielectroforesis, 
para la separación de nanotubos metálicos y semiconductores [41] y la 
purificación de MWNTs [42]. Esta técnica, se aprovecha del momento 
dipolar inducido que presentan los nanotubos de carbono cuando se 
someten al efecto de un campo eléctrico. En el caso de NTs metálicos y 
semiconductores, al aplicar el campo eléctrico los nanotubos metálicos se 
depositan sobre el cátodo, mientras que los semiconductores permanecen 
en suspensión, lográndose de este modo su separación. 
  
El fraccionamiento de flujo de campo (FFF) es otra de las técnicas 
recientemente utilizadas para la purificación de nanotubos [43,44]. En 
esta técnica, la separación se basa en la acción coordinada de un campo 
perpendicular y un flujo de corriente del medio dispersante, de manera 
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2.2. Técnicas de caracterización de nanotubos. 
 
En la caracterización de los nanotubos de carbono se emplea un 
número reducido de técnicas y sólo unas cuantas pueden caracterizar los 
nanotubos a nivel individual como son la microscopía de efecto túnel 
(STM) y la microscopía electrónica de transmisión. La espectroscopía 
fotoelectrónica de rayos X (XPS) se emplea para determinar la 
estructura química, mientras que la difracción de neutrones y rayos X 
así como la espectroscopía de infrarrojo y Raman se utilizan como 
técnicas de caracterización global. 
 
Haddon y col. en un trabajo reciente comparan las técnicas analíticas 
disponibles para evaluar la pureza de los SWNTs incluyendo microscopía 
electrónica de barrido y transmisión, técnicas espectroscópicas como 
Raman e infrarrojo cercano (NIR) y análisis termogravimétrico [45]. Los 
autores señalan que la evaluación más exacta de la pureza se logra con 
la dispersión apropiada de los nanotubos con tensioactivos seguido de un 
análisis mediante NIR y Raman, siendo la etapa de preparación y 
homogenización de la muestra un paso crítico. 
 
Las diferentes técnicas más empleadas así como la información 
obtenida con cada una de ellas se comentarán brevemente a 
continuación. 
 
¾ Espectroscopía fotoelectrónica de rayos X (XPS). Esta técnica 
proporciona información sobre la estructura química de los nanotubos, 
pero normalmente se emplea para el estudio de la modificación de las 
paredes de los mismos debido a la interacción química con 
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compuestos orgánicos o adsorción de gases. Así, Droppa estudió 
mediante XPS la incorporación de nitrógeno en los nanotubos de 
carbono [46] y Lee demostró la funcionalización sobre las paredes de 
NTs mediante procesos de fluoración [47]. 
 
¾ Microscopía de efecto túnel (STM). Para usar esta técnica los 
nanotubos de carbono deben depositarse sobre un sustrato conductor 
plano como grafito pirolítico de alta orientación (HOPG) [48,49] u oro 
[50]. Las imágenes de STM dan directamente la morfología 
tridimensional de los nanotubos, resolviendo de forma simultánea la 
estructura atómica y el estado de densidad electrónica (DOS). 
 
¾ Difracción de Rayos-X. Es una técnica no destructiva y se usa 
para obtener información del espaciado entre capas, tensión 
estructural e impurezas de los nanotubos. Algunos estudios sobre la 
alineación de nanotubos de carbono se han realizado usando esta 
técnica. Así, Cao demostró que los nanotubos pueden medirse 
alineados verticalmente sobre la superficie del sustrato [51]. 
 
¾ Difracción de neutrones. Esta técnica se utiliza generalmente 
para la determinación de características estructurales como son la 
distancia de los enlaces C-C o posibles distorsiones del entramado 
hexagonal de los nanotubos. 
 
¾ Microscopía electrónica de transmisión (TEM) y emisión (SEM). 
Gommes empleó estas técnicas para caracterizar MWNTs, ya que 
permite la medida simultánea del radio interno y externo y el 
coeficiente de absorción electrónico de los NTs [52]. Colomer comparó 
los haces resultantes de los tres procesos de síntesis, centrando su 
estudio en la distribución helicoidal de los haces de nanotubos [53].  
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¾ Espectroscopía infrarroja. Esta técnica se emplea a menudo 
para determinar las impurezas que permanecen después de la 
síntesis o las moléculas encapsuladas sobre la superficie de los 
nanotubos. La espectroscopía de IR pone de manifiesto todas las 
modificaciones de la estructura y revela la naturaleza de los 
compuestos adicionados a los nanotubos [54,55]. 
 
¾ Espectroscopía Raman. Es una de las herramientas más 
empleadas en la caracterización de nanotubos ya que es rápida, no 
destructiva y no necesita preparación de muestra. Todas las formas 
alotrópicas del carbono como fulerenos, nanotubos de carbono, carbón 
amorfo y grafito son activas en Raman. Además la espectroscopía 
Raman permite distinguir entre nanotubos metálicos y 
semiconductores [56]. 
 
El la tabla 6 se correlacionan otras técnicas también empleadas para 
la caracterización de NTs así como el tipo de información obtenida. La 
tabla también recoge de entre las técnicas comentadas anteriormente 
aquellas que se han considerado más relevantes. 
 
 
3. Estrategias para la modificación y solubilización de los nanotubos de 
carbono. 
 
Las propiedades químicas de los NTs ofrecen un amplio abanico de 
posibilidades como ya se ha reflejado anteriormente. Ahora bien, debe 
considerarse que los NTs, debido a su naturaleza química, tienen una 
gran tendencia a agregarse entre sí. La formación de dichos agregados, 
debido a las fuertes interacciones de van der Waals que se establecen 
entre ellas, dificulta enormemente disponer de NTs individuales, 
reduciendo el aprovechamiento de su verdadero potencial. 
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 Tabla 6. Principales técnicas usadas en la caracterización de nanotubos. 
Técnica Información obtenida 
Microscopía de transmisión electrónica 
(TEM) Estructura atómica y supramolecular 
Microscopía de emisión electrónico (SEM) Información macroestructural, algunas usadas para ensayos de pureza 
Difracción de rayos-X Estructura supramolecular 
Espectroscopía Raman Distribución de diámetros 
Espectroscopía fluorescente Estado de densidad electrónica 
Resonancia magnética nuclear de estado 
sólido Estructura electrónica 
Resonancia paramagnética de electrones Contenido catalítico 
Espectrometría de masas con desorción 
térmica 
Energías de enlace y cantidad y 
composiciones de especies fisiadsorbidas y 
quimiadsorbidas 
Análisis termogravimétrico Temperatura de combustión y contenido catalítico 
Microscopía de efecto túnel Estructura atómica y estado de densidad electrónica 
Microscopía de fuerza atómica Estructura supramolecular 
Medidas de transporte Conductividad electrónica y térmica 
 
 
Por tanto, es importante separar los agregados, llamados en 
ocasiones haces debido a su tendencia a alinearse en una única dirección, 
en nanotubos individuales, a fin de maximizar los efectos de las 
propiedades mecánicas y eléctricas intrínsecas de los mismos.  
 
Desde el punto de vista analítico, muchas aplicaciones potenciales de 
los nanotubos, están limitadas debido a su insolubilidad en medio acuoso 
y la mayoría de los disolventes orgánicos. Por esta razón, el desarrollo de 
estrategias que permitan la solubilización/dispersión de NTs es un área 
que se está investigando ampliamente en la actualidad. En este contexto, 
es de suma importancia hacer hincapié en que muchas de las 
aplicaciones biológicas de los NTs implican su solubilización y su uso en 
medios acuosos. 
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En general, las metodologías de solubilización/dispersión de los 
nanotubos pueden clasificarse en 2 grupos: i) aquellas en las que se 
alcanza una dispersión de los nanotubos generalmente por acción de 
tensioactivo y ii) aquellas que realizan una funcionalización química. 
Esta última estrategia presenta el inconveniente de que se produce un 
cambio de las propiedades intrínsecas de los nanotubos. 
 
 
3.1. Dispersión de nanotubos. 
 
En general, podría decirse que el principal objetivo de la dispersión 
de NTs es obtener NTs solubilizados sin que hayan sufrido ningún 
cambio en su estructura, es decir, que mantengan sus excelentes 
propiedades y características. Son muchos los procedimientos empleados 
en la bibliografía para alcanzar este objetivo. Entre ellos cabe destacar el 
empleo de tensioactivos, ciclodextrinas, polímeros y otras 
biomacromoléculas como goma arábiga [57] y amilasa [58]. Para 
alcanzar la correcta dispersión en estos medios, generalmente se asiste 
el proceso con radiación de ultrasonidos, a fin de obtener disoluciones 
homogéneas y minimizar la presencia de agregados. Cuando se usan 
tensioactivos como moléculas dispersantes, el centro hidrofóbico contiene 
al nanotubo y la superficie hidrofílica con las cabezas polares del 
tensioactivo permite su solubilidad en el agua (ver Figura 14) [59]. Es 
importante señalar que la estabilidad del sistema moléculas de 
tensioactivo-NT puede alcanzarse por debajo de la concentración micelar 


















Los tensioactivos más empleados para la solubilización/dispersión de 
los nanotubos son dodecil sulfato sódico (SDS), Triton X-100 y dodecil 
benceno sulfonato sódico (SDBS) [60]. 
 
Otro tipo de moléculas que se han utilizado frecuentemente en la 
dispersión de nanotubos son las ciclodextrinas [61]. Así, los NTs se han 
recubierto con ciclodextrinas constituidas por 6 (α-CD), 7 (β-CD) y 8 (γ-
CD) unidades de D-glucosa. Las dispersiones de nanotubos de carbono 
obtenidas a partir de las ciclodextrinas se han empleado en 
electroquímica para el desarrollo de electrodos con diferentes 
aplicaciones. 
 
También se ha abordado el empleo de polímeros como agentes 
dispersantes para la preparación de nanotubos-polímeros solubles en 
agua y disolventes orgánicos. Los estudios físico-químicos revelan que 
estos polímeros se enrollan sobre las paredes de los nanotubos como 
consecuencia de las interacciones -. 
 
Un ejemplo es la dispersión de SWNTs con poli-(m-fenilenvinileno)-
co-[(2,5-dioctiloxi-p-fenilen)vinileno] y poli{(2,6-piridinilenovinileno)-co-
[(2,5-dioctiloxi-p-fenilen)vinileno]} [62]. Para alcanzar esta dispersión es 
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necesario someter el sistema a ultrasonidos. En un tratamiento similar, 
mediante el empleo de energía de ultrasonidos, se han preparado “in 
situ” compuestos solubles de nanotubos-polímeros con polifenil acetileno 
[63]. En ambos casos, los compuestos formados pueden ser fácilmente 
solubilizados/dispersados en disolventes orgánicos como cloroformo y 
tolueno. 
 
Actualmente se están empleando muchos tipos de moléculas, 
diferentes a las descritas anteriormente. Así, en un trabajo reciente se 
emplea el rojo congo (RC, Figura 15) para alcanzar la dispersión de 
SWNTs en agua. En este caso se homogeniza el NT sólido con el RC, 
también sólido, en un mortero de agar, logrando una solubilidad 
superior a 3.5 mg/ml de SWNTs [64]. En este trabajo, los nanotubos 
dispersados se comparan con aquellos obtenidos con SDS y Triptan azul 
(ver Figura 15) que es un compuesto análogo al RC. En los estudios 
realizados por este autor, los nanotubos dispersados con RC forman una 
dispersión más homogénea que con el resto de moléculas y pueden 
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3.2. Funcionalización de nanotubos. 
 
En la bibliografía, se han descrito numerosos procesos de 
funcionalización de los nanotubos de carbono, algunos de ellos indicados 
en el apartado anterior de esta Introducción. El objetivo principal de 
estos desarrollos es la búsqueda de nuevos derivados que mejoren aún 
más la aplicabilidad de los nanotubos de carbono o bien que permitan 
explotar sus principales características y propiedades. En concreto, se 
pretende obtener nanoestructuras que además de mantener o mejorar 
las características de estos compuestos, presenten una mayor solubilidad 
en medios acuosos, ya que es precisamente en estos medios donde se 
espera que estas estructuras tengan una mayor repercusión en cuanto a 
uso y aplicaciones, principalmente en el ámbito biológico. 
 
Los procesos de funcionalización descritos hasta la fecha pueden 
dividirse en dos grandes grupos dependiendo de si además de la 
introducción de grupos funcionales, involucran la apertura de la 
estructura cilíndrica de los nanotubos de carbono a través de procesos 
oxidativos. 
 
Dentro de este grupo, funcionalizaciones que resultan en nanotubos 
abiertos, uno de los más utilizados es el proceso de oxidación en medio 
ácido, generalmente una mezcla de ácido sulfúrico:nítrico concentrados 
[65]. Con este tratamiento se obtienen NTs abiertos que contienen en 
sus extremos ácido carboxílicos. En la Tabla 7 se recogen otros 
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Tabla 7. Tratamientos oxidativos para la apertura de nanotubos de carbono. 
 
 
Cabe mencionar que estas estructuras son el punto de partida para 
muchos otros derivados de los nanotubos y de la síntesis de una gran 
cantidad de sensores electroquímicos. Un claro ejemplo es la 
funcionalización de soportes sólidos con NTs. En este caso, los grupos 
carboxílicos de uno de los extremos de los NTs se enlazan 
covalentemente al soporte y el otro extremo libre del NT se utiliza para 
inmovilizar proteínas u otras biomoléculas, lo cual conduce al desarrollo 
de sensores. Claros ejemplos son la inmovilización de fragmentos de 
ácido desoxirribonucleico (ADN), proteínas o anticuerpos. En la Figura 
16 se muestra a modo de ejemplo las estructuras que se pueden obtener. 
 
 
       
 
Figura 16. Ejemplos de la inmovilización de proteínas y fragmentos de ADN 
con nanotubos de carbono a soportes sólidos. 
Grupos funcionales Solubilidad equivalente SWNT en agua (mg/ml) Referencias 
Tratamientos oxidativos   
98% H2SO4/70% HNO3 (3:1) 1.77 (pH 3) 66 
98% H2SO4/30% H2O2 (9:1) >0.15 (3<pH<12) 67 
98% H2SO4/(NH4)2S2O8/ P2O5-
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La revisión bibliográfica de los principales procesos de oxidación/ 
apertura descritos, pone de manifiesto que existen tres formas de 
suministrar la energía requerida para llevar a cabo este proceso: i) 
ultrasonidos ii) microondas y iii) calor. Los inconvenientes de estos 
procesos se pueden resumir en: i) la obtención de una mezcla de 
productos (mezcla de nanotubos de distinta longitud) y ii) la aparición de 
un número importante de imperfecciones en la superficie de los 
nanotubos (oxidaciones inespecíficas producidas en la pared de los 
nanotubos y no en los extremos del mismo). Estos inconvenientes se 
deben en gran medida a la presencia de subproductos y contaminantes 
provenientes de los procesos de síntesis de los nanotubos de carbono, 
fundamentalmente óxidos metálicos. Es por tanto necesario llevar a cabo 
un tratamiento previo a la funcionalización de los nanotubos para 
eliminar estos subproductos (como carbón amorfo y fulerenos).  
 
Son numerosas las reacciones descritas en la bibliografía para la 
funcionalización de nanotubos a partir de los grupos carboxílicos 
introducidos inicialmente a partir de un proceso de oxidación. Algunas 
de las más empleadas se muestran, a modo de ejemplo, en la Figura 17. 
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Figura 17. Reacciones de funcionalización de nanotubos a partir de los 
grupos ácidos introducidos mediante un proceso de oxidación. 
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Además de las funcionalizaciones que requieren de una etapa 
oxidativa previa, existen reacciones de funcionalización directa sobre el 
nanotubo de carbono. En este caso, los nanotubos de carbono se usan tal 
y como se obtienen tras los procesos de síntesis. No obstante, en algunos 
casos se incluye una etapa de purificación de los mismos para evitar la 
presencia de subproductos no deseados. 
 
Este campo de investigación se va ampliando notablemente y el tipo 
de reacciones que surgen es cada vez más variado. En la Figura 18 se 


















































R: CH2NH2  o COOH 
Acoplamiento oxidativo 
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La introducción de grupos funcionales en la superficie de los NTs 
permite, hoy en día, la introducción de una gran diversidad de grupos 
químicos, tales como: grupos azo, metilenos, carbenos, etc. 
  
También se han descrito diversas reacciones de funcionalización de 
NTs con polímeros que permiten la solubilización de los NTs en medios 
acuosos: i) MWNTs dispersados mediante el ataque con amino-polímeros 
como poli(propioniletilenimina-co-etilenimina) [69]; ii) SWNTs y MWNTs 
funcionalizados mediante reacciones de esterificación con polivinil 
alcohol (PVA) consiguiendo compuestos que son solubles en agua y 
DMSO y que posteriormente son empleados para la fabricación de 
películas de NT-PVA que presentan una mayor calidad óptica [70]. 
 
Además de las reacciones descritas anteriormente, cabe mencionar 
otras reacciones de funcionalización, así por ejemplo, los SWNTs 
funcionalizados con ácido peroxitrifluoroacético son muy solubles en 
disolventes polares como dimetilformamida, agua y etanol [71]. Los 
MWNTs se hacen reaccionar con ácido esteárico para transformarlos en 
compuestos solubles en parafina líquida [72]. 
 
En un estudio reciente, la solubilización de los nanotubos se realiza 
con co-polímeros de poli(N-vinil carbazol), que contienen grupos 
hidroxílicos, mediante reacción de esterificación de los ácidos 
carboxílicos de los NTs [73]. 
 
Todas estas funcionalizaciones abren un nuevo campo para las 
posibles aplicaciones de los nanotubos de carbono en el campo biomédico, 
electroquímico e industrial. 
 
A modo de resumen, en la Figura 19 se observan los principales 
procesos de funcionalización de los nanotubos de carbono. Como se 
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aprecia en la imagen, las funcionalizaciones pueden ser superficiales o 
bien internas. En el caso de modificaciones superficiales a su vez éstas 
pueden ser: i) funcionalización química a través de enlace covalente o 
bien a través de ii) interacciones hidrofóbicas no covalentes o a través de 
iii) interacciones aromáticas de tipo stacking. 
 
 




4. Los nanotubos de carbono como herramienta en el proceso de medida 
química. 
 
Las principales aplicaciones analíticas de los nanotubos de carbono 
se recogen en la Figura 20. Estas aplicaciones se pueden dividir en dos: i) 
aquellas en las que los NTs están implicados en el proceso analítico y ii) 
aquellas en las que los NTs están integrados en los instrumentos 
analíticos. Los nanotubos de carbono se han utilizado fundamentalmente 
como componentes de sensores electroquímicos aunque también se han 
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empleado como fase estacionaria en cromatografía de gases y como fase 
pseudoestacionaria en electroforesis capilar. También se ha descrito su 
empleo en procesos de purificación de muestras o preconcentración de 
analitos como filtros o membranas o como material adsorbente. Por 
último, también se muestra en la Figura 20, algunas de las posibles 
aplicaciones de los nanotubos en el futuro. Todos estos aspectos se 
comentarán con detalle a continuación.  
 






Nanotubos de carbono 
como una herramienta 
analítica 
NTs implicados en el 
proceso analítico 




-Componentes (bio) sensores 
-Sensores de NTs: fuerza y presión 
-Microscopía basada en NTs 
-Diodos y transistores 
NTs implicados en el 
proceso analítico 
- Baterías (H2) y células de combustible 
(almacenamiento de Litio) 
- Emisores de campo 
- Osciladores THz 
- Intercambiadores de calor 
- Nanoestructuras para preconcentración 
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4.1. Uso de nanotubos de carbono en los sistemas de clean-up y 
preconcentración de analitos. 
 
A pesar de disponer cada día de técnicas analíticas mucho más 
sensibles y  selectivas, el tratamiento de muestra sigue siendo una etapa 
fundamental e insustituible para la obtención de resultados analíticos de 
calidad. En este sentido, los NTs se han utilizado como materiales 
adsorbentes para efectuar etapas de preconcentración mediante 
extracción en fase sólida (SPE) y cuyas aplicaciones se muestran en la 
Tabla 8. Esta técnica permite mejorar fácilmente la sensibilidad y 
selectividad de las determinaciones ya que se consigue la retención 
selectiva del analito, evitando la retención de los interferentes presentes 
en la matriz de la muestra. Además de la SPE en columnas 
empaquetadas con NTs, se pueden emplear otros sistemas de 
purificación como filtros y membranas para la eliminación de 
interferentes o incluso de contaminantes presentes en las muestras, 
como por ejemplo la eliminación de bacterias contaminantes en aguas 
residuales. 
 
Las principales propiedades de los NTs que los hacen unos 
materiales únicos para efectuar etapas de SPE son su excelente fuerza y 
flexibilidad, tamaño, una elevada superficie específica que conlleva una 
alta capacidad de adsorción y fuerte interacción con moléculas y átomos. 
Los NTs también se han empleado como material adsorbente de SPE 
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Tabla 8. Principales aplicaciones de los NTs en SPE. 









Agua de río 




HPLC FLD 81 
Ésteres de 
ftalato Agua de río 
0.5 g MWNTs en 
Agilent Zorbax SPE-
C18 
HPLC DAD 82 
Cd, Mn y Ni Agua de lago 
30 mg MWNTs en 
tubos de PTFE 
(20mm x 3 mm d.i.) 
ICP AES 84 
Tierras raras Agua de lago 
30 mg MWNTs en 
tubos de PTFE 
(20mm x 3 mm d.i.) 
ICP AES 85 
Clorofenoles Agua de río 




HPLC Detector de absorbancia 86 
Atrazina y 
simazina 
Agua de río, 
mar y 
embalse 
0.1 g MWNTs en 
Agilent Zorbax SPE-
C18 




Agua de río, 
mar y 
embalse 
0.1 g MWNTs en 
Agilent Zorbax SPE-
C18 




4.1.1. Empleo de nanotubos de carbono para la fabricación de filtros y 
membranas. 
 
Como se ha señalado anteriormente, los nanotubos de carbono 
presentan una elevada superficie específica, lo cual sugiere que son unos 
excelentes materiales para la preparación de membranas y filtros que 
faciliten la retención selectiva de algunos compuestos como drogas.  
 
Aunque ya se había propuesto el uso de diferentes estructuras de 
nanotubos para la preparación de membranas [74,75], la fabricación de 
estructuras con forma geométrica controlada, densidad y dimensiones 
adecuadas para aplicaciones específicas sigue siendo un desafío. 
Introducción 
 - 53 -
Actualmente, se están realizando grandes esfuerzos con vistas a la 
obtención de nanotubos alineados que permita su uso en diferentes 
aplicaciones. En este sentido, Ajayan y col. han propuesto la fabricación 
de macroestructuras monolíticas en las que mediante la inmovilización 
de MWNTs se consigue diseñar membranas cilíndricas nanoporosas cuyo 
espesor viene delimitado por la longitud de los MWNTs [76]. El 
comportamiento de estas membranas cilíndricas como filtros se evaluó 
en dos aplicaciones importantes: i) la eliminación de hidrocarburos 
pesados del petróleo; y ii) la eliminación de bacterias contaminantes del 
agua como son Escherichia coli o Staphylococcus aureus. Estos filtros de 
nanotubos pueden limpiarse fácilmente mediante un simple proceso de 
ultrasonidos y autoclave. 
 
Una modificación recientemente descrita y propuesta como un nuevo 
sistema de filtración consiste en inmovilizar nanotubos de carbono sobre 
un filtro metálico convencional. Este nuevo sistema de filtración 
denominado por los autores “filtro CNT-metal”, se caracteriza por actuar 
como trampa de nanopartículas del aire [77]. Las nanoestructuras de los 
nanotubos de carbono se forman sobre un filtro metálico convencional de 
tal manera que los NTs durante su crecimiento cubren a las microfibras 
de acero y su diámetro varía desde 20 a 50 nm. Estos filtros presentan 
una gran eficacia en la retención de NaCl mediante filtración de aire 
contaminado.  
 
Otro tipo de filtro desarrollado es aquel en el que los nanotubos 
forman una malla sobre diferentes soportes como pueden ser metales, 
carbón, aleaciones, cerámicas o polímeros. El uso de este filtro permite la 
separación o extracción tanto de moléculas orgánicas como inorgánicas 
incluyendo toxinas, proteínas, enzimas, plaguicidas, metales pesados y 
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productos farmacéuticos en matrices de agua, aire, gasolina de 
aeronaves u otros fluidos [78].  
 
Una de las aplicaciones más novedosas de los nanotubos como filtros 
es la incorporación de MWNTs con grupos carboxílicos en los filtros de 
los cigarrillos. La incorporación de los nanotubos en una cantidad de 20-
30 mg permite una alta eliminación de la nicotina y del alquitrán, que 
quedan retenidos en el interior y exterior de las paredes de los MWNTs 
así como entre las capas de los mismos [79].  
 
Las investigaciones actuales se centran en diseñar diferentes 
geometrías y sintetizar NTs sobre diferentes soportes a fin de obtener 
nuevos filtros más específicos y eficaces. 
 
4.1.2. Nanotubos de carbono como material adsorbente. 
 
Las características estructurales y las propiedades de los nanotubos 
de carbono les permiten interaccionar fuertemente con moléculas 
orgánicas, y concretamente, con los anillos aromáticos. En 2001, Long y 
Yang observaron que las dioxinas se adsorben fuertemente sobre los 
MWNTs. De hecho, en base a dicha observación, los autores proponen el 
uso de MWNTs como material adsorbente ideal para extraer estos 
compuestos [80]. 
 
Posteriormente en 2003, Cai demostró que los MWNTs pueden 
emplearse como material adsorbente para la extracción en fase sólida de 
algunos disruptores endocrinos como el bisfenol A, el 4-n-nonilfenol y el 
4-tert-octilfenol [81]. Los MWNTs también se han propuesto para la 
preconcentración de ésteres de ftalato en muestras de agua de río [82]. 
Recientemente, Valcárcel y col. han investigado el potencial analítico de 
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los fulerenos (estructuras relacionadas con los nanotubos de carbono) 
como material activo para la extracción en fase sólida de pares iónicos y 
quelatos de iones metálicos, compuestos orgánicos y compuestos 
organometálicos en muestras de agua [83]. En este mismo sentido, los 
MWNTs se han utilizado para preconcentrar trazas de Cd, Mn y Ni e 
incluso de tierras raras [84,85]. Otro tipo de compuestos que se han 
preconcentrado sobre los nanotubos de carbono son clorofenoles, atrazina 
y simazina y herbicidas como nicosulfurona, metil-tiofensulfurona y 
metil-metsulfurona [86,87,88]. 
 
Además de las interacciones externas, el núcleo hueco de los 
nanotubos de carbono es capaz de hospedar a una gran variedad de 
materiales incluyendo gases y otros compuestos como ADN. En la Figura 
21 se muestra a modo de ejemplo la inmovilización de ADN en el interior 
de los nanotubos.  
 
         




Gracias a estas inmovilizaciones, los nanotubos de carbono podrían 
ser usados como “nanolaboratorios” en los que observar los efectos 
dinámicos y las transformaciones de los nanosistemas que están 
confinados en su interior. 
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Estos estudios de encapsulamiento van enfocados principalmente a 
la búsqueda de nuevos compuestos, ya que las propiedades electrónicas y 
magnéticas de los nanotubos pueden alterarse dependiendo del material 
encapsulado. La apertura previa de los mismos se realiza mediante el 
empleo de ácidos como el ácido nítrico. Una vez que los nanotubos están 
abiertos son muchos los tratamientos posibles para alcanzar la 
inmovilización de las moléculas en su interior. En la bibliografía se 
encuentran claros ejemplos del encapsulamiento de moléculas en el 
interior de los nanotubos, así por ejemplo, Hutchison encapsula 
policristales de SnO mediante un proceso de precipitación a pH 
controlado y Terrones inmoviliza nitrógeno gaseoso usando aerosoles de 
ferroceno/benzilamina a 850ºC [89,90]. Otro tipo de analitos que se han 
encapsulado en los nanotubos de carbono se recogen en la Tabla 9. 
 
Tabla 9. Diferentes tipos de analitos inmovilizados en la cavidad interna del 
nanotubo. 
 
Analito inmovilizado NTs empleados Referencias 
Proteínas Sintetizados en laboratorio 91 
Fulerenos SWNTs 92 
Acetileno Sintetizados en laboratorio 93 
ADN MWNTs 94 
Cadenas lineales de carbono SWNTs 95 
 
 
La ventaja de la inmovilización de átomos y moléculas en el interior 
de los nanotubos de carbono es que estos compuestos se encuentran 
aislados del medio ambiente evitando así su reacción química, pudiendo 
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Otro tipo de aplicación que aprovecha la capacidad adsorbente de los 
nanotubos es la desarrollada por Mitra, el cual describió una 
microtrampa que actúa como nanoconcentrador e inyector en 
cromatografía de gases [96]. Dicha microtrampa consiste en una delgada 
capa de nanotubos creada mediante deposición química en el interior de 
las paredes de un capilar de acero; con ello se obtiene una capa de NTs 
orientados radialmente dentro del capilar. La película de nanotubos 
actúa como una superficie activa que permite la rápida 
adsorción/desorción de pequeñas moléculas orgánicas como son hexano y 
tolueno. Las interacciones observadas son mayores en el caso del tolueno 
lo que se puede atribuir a las fuertes interacciones que se establecen 
entre los anillos aromáticos. Asímismo, Pan propuso el empleo de 
nanotubos de carbono dispersados con glicerol y sacarosa como material 
adsorbente en extracción en fase sólida y como matriz para desarrollar 
posteriormente determinaciones de los analitos retenidos mediante 
MALDI-TOF-MS [97]. Con este sistema, los autores consiguen mejoras 
de los limites de detección del orden de 10-100 veces en analitos tales 
como propanolol, cinchonina y quinina. 
 
4.2 Participación de los nanotubos de carbono en los sistemas de 
separación. 
 
Los NTs pueden utilizarse, debido a su capacidad de adsorber e 
interaccionar con compuestos de carbono (principalmente sistemas 
aromáticos), como fase estacionaria y pseudoestacionaria y mejorar así 
procesos de separación cromatográfica y electroforética. 
 
En el caso de Cromatografía de Gases (GC), la fase estacionaria de la 
columna cromatográfica es el factor más importante y determina en la 
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mayoría de los casos la selectividad y resolución de la separación. En 
este sentido, se ha propuesto el uso de columnas cromatográficas 
modificadas con NTs, de modo que éstos constituyen la fase estacionaria. 
Concretamente, se han sintetizado columnas que emplean MWNTs 
purificados con hidrogeno y ácido clorhídrico con objeto de reducir el 
número de grupos polares sobre su superficie, extraer los residuos 
metálicos y realizar la apertura de los mismo. Una vez purificados, 1.5 g 
de nanotubos se empaquetan en una columna cromatográfica de cristal. 
Estas columnas han mostrado una elevada eficiencia en la separación de 
hidrocarburos aromáticos, alcoholes, cetonas, ésteres y éteres y cuando 
los autores lo compararon, para la misma área de superficie activa, con 
carbón grafitizado (carbonpack B), los MWNTs tenían retenciones más 
fuertes, una superficie más homogénea y un menor número de platos 
teóricos. Los MWNTs son por tanto, una alternativa interesante como 
fase estacionaria para compuestos volátiles con bajos puntos de 
ebullición [98]. 
 
Otra alternativa propuesta es la descrita por Saridara y col. [99]. En 
este caso, proponen el uso de columnas obtenidas depositando 
directamente MWNTs en tubos de acero mediante deposición química de 
vapor (Figura 22). La diferencia con respecto a la columna anterior 
radica en que en este caso la fase estacionaria de nanotubos se crea 
directamente sobre la superficie del capilar en lugar de ser empaquetada. 
Con estas columnas se logra efectuar la separación de alcanos y de 

















Figura 22. Diagrama del sistema para la deposición química de nanotubos y 
del sistema de cromatografía de gases para la evaluación de las columnas de 
nanotubos de carbono. 
 
 
Mitra y col., propusieron como fase estacionaria, el uso de SWNTs 
depositados sobre tubos de acero recubiertos por sílice en su parte 
interna [100]. En este caso los SWNTs se obtuvieron mediante procesos 
de deposición química de vapor utilizando el etanol como precursor de 
carbono y sales de cobalto y molibdeno como catalizadores. Los SWNTs 
proporcionaron una elevada capacidad para resolver mezclas de alcanos, 
hidrocarburos aromáticos polinucleares (PAHs), compuestos halogenados, 
alcoholes, cetonas e incluso isómeros de alcanos. 
 
Debida a la elevada estabilidad térmica de los NTs, una de las 
principales ventajas del uso de este tipo de columnas es precisamente la 
posibilidad de trabajar a temperaturas elevadas, permitiendo así la 
separación de moléculas de elevado peso molecular.  
 
Columna GC 











Cromatógrafo de Gases 
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En el campo de la Cromatografía Líquida (LC) diversos autores están 
trabajando en la obtención de columnas modificadas con NTs ya que la 
baja reactividad de los NTs junto con su elevada capacidad de adsorción 
los convierte en una buena alternativa a las típicas columnas de C18. La 
principal ventaja de este tipo de columnas es que además de ser 
compatibles con prácticamente todos los disolventes orgánicos, 
presentan una elevada estabilidad frente al pH del medio, incluso a 
valores bajos.  
 
Una de las tendencias actuales de la LC es su miniaturización hacia 
la µLC, la cual presenta grandes ventajas. En este caso se substituyen 
las típicas columnas cromatográficas por capilares o columnas 
monolíticas, los cuales pueden utilizarse indistintamente en µLC o 
electrocromatografía capilar (CEC). En este sentido, se ha descrito la 
incorporación de SWNTs en polímeros monolíticos orgánicos para su 
empleo en µLC y CEC [101]. Para comprobar su capacidad se llevó a 
cabo la separación de péptidos y los resultados se compararon con 
aquellos proporcionados por otras fases estacionarias empleadas 
típicamente en la separación de estos compuestos.  
 
Las ventajas que presenta el empleo de NTs como fase estacionaria 
en GC o LC, son también extensibles a la CEC (si bien en la bibliografía 
no se ha descrito aún su uso) ya que no se puede olvidar que la evolución 
de la electroforesis capilar y de la electrocromatografía es hacia la 
miniaturización e integración de sistemas. En este sentido, los NTs son 
un material excelente para ser considerados en el desarrollo de chips 
para CEC. Un primer intento a utilizar NTs en CEC es el descrito por 
Sacher [102]. Estos autores retienen SWNTs tratados con ácido sobre un 
polímero de cloruro de poli(dialidimetilamonio) (PDDA) inmovilizado 
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sobre un capilar de sílice fundida. En este caso, la separación 
electrocromatográfica se alcanza a través de interacciones mixtas 
analito-polímero y analito-NTs. Este capilar abierto y recubierto de NTs 
se utilizó para separar siete derivados de anilina, los cuales no pueden 
resolverse mediante electroforesis capilar de zona o con la incorporación 
de ciclodextrinas, aplicando un potencial de 30 kV. Los capilares pueden 
utilizarse durante 200 análisis sin comprometer su funcionamiento 
analítico, con una reproducibilidad excelente, proporcionando 
desviaciones estándar relativas inferiores al 0.45% entre análisis. 
 
Además del uso como fase estacionaria, los NTs también se han 
utilizado como fase pseudoestacionaria en electroforesis capilar (CE). 
Hay que recordar que en muchas ocasiones, cuando otras modalidades 
electroforéticas no permiten alcanzar el grado de resolución requerido, se 
recurre a la adición de fases pseudoestacionarias al buffer. Típicas fases 
pseudoestacionarias ampliamente utilizadas son micelas en el caso de la 
denominada cromatografía electrocinética micelar (MECK) o incluso 
microemulsiones en el caso de la denominada cromatografía 
electrocinética microemulsionada (MEEKC). 
 
Como alternativa a estas fases pseudoestacionarias, también se ha 
descrito el empleo de SWNTs con grupos carboxílicos como aditivo del 
buffer [103]. Con la adición de estos nanotubos solubles, Wang observó 
claros cambios en los parámetros electroforéticos de moléculas 
homólogas tales como cafeína y teobromina e isómeros estructurales de 
catecol e hidroquinona. Estos cambios electroforéticos eran atribuidos a 
los grupos funcionales de los SWNTs (grupos carboxílicos), los cuales 
forman puentes de hidrógeno intermoleculares con los analitos. En este 
caso, la separación electroforética se alcanza como compromiso entre, los 
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diferentes coeficientes de reparto (adsorción de los analitos sobre los 
NTs), la movilidad electroforética aparente del conjunto analito-NTs y la 
movilidad electroforética aparente del analito libre. 
 
Además de los nanotubos de carbono, se han usado los fulerenos 
como el C60 solubilizados en una disolución de SDS como fase 
pseudoestacionaria para la separación de diferentes hidrocarburos 
policíclicos aromáticos (PAHs) [104]. En este mismo trabajo se llevó a 
cabo la separación de diferentes fulerenos (C60 y C70) haciendo uso de 
MECK. Los autores muestran dos electroferogramas donde se observa la 
influencia del C60 dispersado con tensioactivo como aditivo del buffer y la 
consecución de una mejor resolución para estos analitos. 
 
 
4.3.  Nanotubos de carbono como componentes en sistemas de detección. 
 
El rápido desarrollo de nuevos nanomateriales ofrece muchas nuevas 
oportunidades para el electroanálisis. En particular, los nanotubos de 
carbono son extremadamente atractivos para el diseño de sensores 
electroquímicos. Estudios recientes han demostrado que los nanotubos 
pueden favorecer la reactividad electroquímica de biomoléculas 
promoviendo o facilitando la transferencia de electrones. La excelentes 
propiedades eléctricas de los NTs junto con su elevada capacidad de 
adsorción y sus dimensiones nanométricas hacen que sean un material 
excelente para el desarrollo de nanosensores. Para poder aplicar las 
ventajas de las propiedades de los nanotubos en el ámbito electroquímico, 
éstos deben funcionalizarse adecuadamente e inmovilizarse a fin de 
lograr selectividad y una gran estabilidad [105]. 
 
La modificación superficial de electrodos convencionales, como por 
ejemplo electrodos metálicos o de vidrio, con nanotubos de carbono puede 
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efectuarse de dos formas: i) con NTs orientados y ii) con NTs 
desorientados o desordenados. Un ejemplo a destacar de electrodos 
modificados con NTs orientados es el trabajo de Li y col., quienes 
sintetizaron MWNTs alineados verticalmente sobre un electrodo 
metálico, logrando de este modo desarrollar electrodos de dimensiones 
nanométricas que permiten efectuar determinaciones con una elevada 
sensibilidad [106]. Palleschi y col. proponen el uso de microelectrodos de 
tungsteno recubiertos con capas homogéneas de SWNTs [107]. Estos 
electrodos presentan una excelente reproducibilidad, buena estabilidad 
en varios medios químicos así como una elevada sensibilidad para la 
determinación de una gran variedad de compuestos orgánicos e 
inorgánicos. 
 
Dentro de las modificaciones no orientadas cabe destacar la 
inmovilización de NTs sobre electrodos de grafito vitrificado (GCE). La 
obtención de estos electrodos se obtiene depositando y secando una 
disolución de NTs dispersados. Al secar la microgota, los NTs quedan 
retenidos e inmovilizados sobre la superficie del electrodo. Dentro de las 
disoluciones dispersadas utilizadas destaca el uso de ácido sulfúrico 
aunque también se han propuesto otros agentes dispersantes como 
dimetilformamida, ácido nítrico concentrado y una mezcla de 
Nafion/agua [108,109]. 
 
El recubrimiento de electrodos con materiales mixtos NTs-polímeros 
también se ha descrito y utilizado ampliamente en la bibliografía. Un 
ejemplo es la deposición sobre el electrodo de grafito vitrificado de una 
película de nanotubos-chitosan. Este electrodo modificado presenta la 
característica de disminuir significativamente el sobrepotencial de 
oxidación de NADH [110]. Un estudio comparativo efectuado con 
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electrodos modificados con grafito, fulereno y nanotubos (MWNTs) pone 
de manifiesto que en algunas ocasiones los NTs además de actuar como 
conductores, participan del proceso electroquímico actuando como 
electrocatalizadores [111]. 
 
Otro campo de investigación de gran importancia en electroquímica 
es el uso de electrodos composite y pasta de SWNTs. Mediante la mezcla 
de nanotubos con aceite mineral, se han desarrollado electrodos estables 
y robustos con una mayor carga de aceite mineral que en los electrodos 
tradicionales de pasta de grafito [112]. La capacidad electroquímica de 
estos electrodos para detectar ferricianuro, hexacloroiridato (III) sódico 
hidrato, catecol, dopamina, serotonina 5-HT y cafeína es claramente 
superior a la de los electrodos convencionales. El uso de electrodos 
composite de NTs/ Teflón ha sido otra de las alternativas propuestas 
para el seguimiento de reacciones redox en las que intervienen grupos 
peróxido o NADPH [113].  Otro ejemplo son electrodos composite de 
MWNTs y resinas epoxi [114]. Con dichos electrodos se observa que la 
actividad electrocatalítica de estos electrodos para los peróxidos y el 
NADH aumenta con la longitud de los MWNTs. La utilización de estas 
resinas ha permitido recientemente el desarrollo de un biosensor de 
glucosa. Este biosensor se basa en la inmovilización de la enzima glucosa 
oxidasa (GOx) en la matriz del electrodo composite constituida por 
MWNTs y resina epoxi [115]. Además de la glucosa otras moléculas que 
han despertado interés son enzimas, ADN y proteínas. 
 
Además de como catalizadores, los NTs también se han incorporado y 
utilizado en los electrodos como simple línea de transferencia electrónica, 
permitiendo fácilmente la transferencia de electrones desde por ejemplo 
centros catalíticos de las enzimas al transductor electroquímico. La 
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glucosa es uno de los analitos más detectados mediante el empleo de 
electrodos de NT-enzimas. Así por ejemplo, se ha inmovilizado la glucosa 
oxidasa sobre los nanotubos con polipirrolina [116]. Según Gooding, las 
principales ventajas de estos electrodos son: i) la elevada 
electroactividad de los nanotubos es accesible para especies en disolución 
y ii) la rigidez de los nanotubos permite la conexión eléctrica a los 
centros redox de las biomoléculas [117]. 
 
Mediante la inmovilización de segmentos de ADN sobre NTs se han 
diseñado también electrodos o sensores de hibridación los cuales se 
caracterizan por producir una señal eléctrica importante al hibridarse la 
cadena de ADN inmovilizada con una cadena complementaria de la 
muestra, formando así la doble hélice característica del ADN [118]. 
Experimentalmente se ha comprobado que la presencia de MWNTs 
facilita la acumulación de nucleósidos y nucleótidos de guanina 
aumentando la señal de oxidación. He y Dai  demostraron que la señal 
electroquímica puede mejorarse utilizando cadenas de ADN 
químicamente enlazadas a nanotubos de carbono alineados [119]. La 
respuesta amperométrica obtenida con estos sistemas es mucho mayor 
que la obtenida con electrodos planos convencionales. Los resultados 
obtenidos hasta la fecha, sugieren que podrían emplearse sensores 
basados en estas estrategias para el diagnostico de cadenas de ADN con 
secuencias específicas con una elevada selectividad y eficacia, lo que 
conduciría al desarrollo de tests rápidos, simples y económicos para el 
diagnóstico de enfermedades genéticas e infecciosas. A modo de ejemplo, 
la Figura 23 muestra el mecanismo de un nanoelectrodo constituido por 
NTs alineados verticalmente sobre SiO2 y funcionalizados con una 
cadena de ADN. En este ejemplo, una vez formada la hibridación con la 
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cadena complementaria, el sistema hibridado interacciona con el 
complejo Ru(bpy)2+3 produciéndose la oxidación de la guanina y 
subsiguiente transporte de electrones hacia el transductor a través del 
NT. 
 
Además, mediante la inmovilización de anticuerpos en lugar de 











Figura 23. Esquema de la hibridación de ADN y transferencia de electrones 
a través de los nanotubos de carbono. 
 
 
Para muchas aplicaciones es necesario disponer de electrodos 
miniaturizados. Claros ejemplos son la integración de detectores 
electroquímicos a microtécnicas de separación como sistemas 
microfluídicos o electroforesis capilar. Los arrays basado en 
nanoelectrodos de MWNTs (NEAs) son un ejemplo de compatibilidad con 
procesos de microfabricación y sistemas microelectromecánicos (MEMS) 
siendo incluso posible integrarlos en microchips multifuncionales. En un 
artículo reciente, Dekker y col. describen el primer estudio en el que se 
emplean SWNTs individuales como electrodos nanométricos [121]. El 
objetivo es desarrollar nanoelectrodos que permitan acceder a nuevos 
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potencial analítico de estos electrodos se extenderá probablemente en el 
futuro con el uso de nanotubos funcionalizados, lo que permitirá la 
detección selectiva de biomoléculas simples en compartimentos celulares.  
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En el siguiente apéndice se incluye un artículo de revisión titulado 
“Present and future applications of carbon nanotubes to analytical 
science”. En realidad el texto de esta Introducción es una ampliación de 
este artículo. 
Apéndice 





This article reviews the impact of carbon nanotubes on analytical 
sciences and their main current and future applications. Given that it is 
necessary to solubilize carbon nanotubes for many applications, we 
systematically considered the procedures developed for this objective. 
The use of carbon nanotubes in analytical chemistry as target analytes 
and as an analytical tool is also discussed. Cromatographic and 
electrophoretic methods for the separation and characterization of 
carbon nanotubes are presented. The use of carbon nanotubes as an 
analytical tool is presented in four groups namely: i) filters and 
membranes; ii) sorbent material for solid phase extraction; iii) a 
component of electrochemical (bio)sensors and iv) use in separation 
methods. It is clear that whilst the use of nanotubes is being 
investigated in many different fields, their truly enormous potential in 




Carbon nanotubes can be considered to be hollow graphitic 
nanomaterials comprising one (single-walled carbon nanotubes, SWNT) 
or multiple (multi-walled carbon nanotubes, MWNT) layers of graphene 
sheets. The lengths of the nanotubes can range from several hundred 
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nanometres to several micrometers, and the diameters from 0.2 to 2 nm 
for SWNT and from 2 to 100 nm for coaxial MWNT [1]. Nanotubes are 
characterized by their high surface areas and good electrical, chemical, 
mechanical and conducting properties (among others features). These 
characteristics have made nanotubes the subject of intensive 
investigation since their discovery. In fact, carbon nanotubes may 
display metallic and semiconducting electron transport properties, and 
they possess hollow cores, which can store guest molecules. Perhaps one 
of their more remarkable characteristics is that they have the largest 
elastic modulus of any known material [2]. Carbon nanotubes synthesis 
techniques may be classified under three major categories: laser ablation, 
catalytic arc discharge and chemical vapour deposition [1]. For 
analytical purposes, the latter is probably the most interesting, because 
it permits synthesis on a surface of vertically aligned carbon nanotubes.  
 
Carbon nanotubes, especially SWNT, hold great promise for 
advanced applications in aerospace, electronics and medicine. However, 
these industries require materials that have been subjected to rigorous 
quality controls. There are currently no generally accepted standards for 
quality assurance or quality control among the commercial suppliers of 
carbon nanotubes. Therefore, the study of these materials as an 
analytical target is a subject of great interest. In this overview, we 
briefly discuss the applicability of various techniques used to measure 
their purity. As will be pointed out, carbon nanotubes also make 
interesting analytical tools, for two reasons. First, they exhibit 
interesting chemical properties when used as a sorbent, and electrical 
properties that make them suitable for use in electrodes. Second, 
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nanotubes open up new approaches to full integration, providing 
exceptional possibilities for further miniaturization.  
 
Solubilization of nanotubes 
 
The chemical inertness of and strong Van der Waals interactions 
between nanotubes complicate their use in fabrication. Therefore, it is 
important to separate individual nanotubes from the bundles to 
maximise the effect of the intrinsic mechanical properties of carbon 
nanotubes, and so nanotube solubilization is a key issue. From an 
analytical point of view, many applications of nanotubes when used as 
either an analytical target or and analytical too, are limited due to their 
low solubility, which is an area that is currently being investigated 
extensively. In fact in a recent paper, Haddon and coworkers [3] 
compared analytical techniques such as Raman and near-infrared (NIR), 
and thermogravimetric analysis. The authors showed that the most 
accurate purity evaluation was achieved by the appropriated dispersion 
of nanotubes in solution followed by NIR and Raman analyis, with the 
sample preparation and homogenization being a critical step. 
  
In general, methodologies for carbon nanotube 
dispersion/solubilization can be classified into three groups, namely: i) 
dispersion upon oxidative acid treatments; ii) non-covalent stabilization 
and; iii) covalent stabilization. One of the most commonly used 
solubilization methods involves oxidative acid treatment steps such as 
refluxing in diluted nitric acid or refluxing/sonication in a concentrated 
H2SO4/HNO3 mixture [4] (others oxidative treatments are described in 
Table 1). A dark supernatant solution containing carboxylated carbon 
nanotubes is obtained after oxidative acid treatments and several 
washing/centrifugation cycles. However, this solubilization procedure 
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can generate surface defects and it sometimes results in tube shortening. 
For this reason, many researchers have recommended the non-covalent 
stabilization of carbon nanotubes in solution, since the structure and 
properties of the nanotubes are usually preserved after dispersion. This 
approach means that the carbon nanotubes are solubilized/dispersed in 
an aqueous environment through derivatization or complexation with 
micelle, polymers or other aggregate systems. These aggregates have a 
hydrophobic core, which contains the nanotube, and a hydrophilic 
surface, resulting in solubility in water [5]. Sodium dodecyl sulfate 
(SDS), Triton X-100 and sodium dodecylbenzene sulfonate (SDBS) are 
typical surfactants used for nanotube dispersion (see Table 1).  
 










Nanotube solubilization involves the organic functionalization of the 
nanotube surface, which leads to the products being highly soluble. 
Although many reactions in this area have been described, the 
development of controllable modifications methods of modifying carbon 
 Functional group SWNT equivalent Ref. 
  solubility in water mg/ml 
 
Oxidative treatments 
 98% H2SO4/70% HNO3 (3:1) 1.77 (pH=3) [6] 
 98% H2SO4/30% H2O2 (9:1) >0.15 (3<pH<12) [7] 
 98% H2SO4/(NH4)2S2O8/P2O5-KMnO4-H2SO4 >0.66 (pH=3) [8] 
 
Non-covalent stabilization 
 Sodium dodecylbenzene sulfonate (SDBS) 20 [9] 
 Sodium dodecyl sulfate (SDS) ≤0.1 [9] 
 Triton X-100 ≤0.5 [9] 
 γ-Cyclodextrin <0.2 [10] 
 
Covalent stabilization 
 Glucose 0.1 [11] 
 DNA -- [12,13]
 Enzymes  -- [14] 
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nanotubes with biologic or bioactive species are probably the most 
popular, as these represent another important step toward the use of 
carbon nanotubes in biological and biomedical fields [15]. These 
modifications, which are particularly important to the development of 
sensors in analytical sciences, are summarized in Table 1. 
Using nanotubes as an analytical target 
Carbon nanotubes usually contain amorphous carbon and metal 
catalyst residues as a consequence of the production procedure. In 
addition, the procedure produces carbon nanotubes of different sizes, so 
a purification step is essential before they can be usde in many 
applications. Therefore, analytical methodologies are required so that 
the nanotubes can be characterized and purified. Furthermore, the 
increasing use of nanotubes in the development of nano-scale devices 
used as electronic components or sensors has increased the availability 
of these materials as subproducts of nanotechnology companies, and 
hence the likelihood that they will become contaminants of 
environmental matrices such as waters. This aspect has not been 
considered systematically in the literature to date, as most applications 
are focused on the purification/fractioning of carbon nanotubes after 
synthesis. 
 
The application of nanotubes in different areas is clearly hampered 
by the difficulties involved in producing large amounts of the pure 
material. The production methods currently available produce nanotube 
with various lengths, diameters and structures, resulting in a lack of 
consistency in the tube’s properties and, therefore, uncertainty as to the 
applications that they can be used for. In addition, the yields from these 
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procedures vary from 50 to 90%, with the undesirable secondary 
products being amorphous carbon, graphite material and fullerenes. The 
raw material can be treated in various ways, such as by adding solvent 
together with ultrafiltration [16, 17], via flocculation using surfactants 
[18, 19] and oxidation [20] and by acid washing followed by 
centrifugation, resuspension in surfactant or polymeric media or cross-
flow filtration. Once purified, the carbon nanotube sample obtained is 
still a broad mixture of single- or multiwalled-carbon nanotubes with 
wide ranges of length and diameters. These geometrical parameters can 
dramatically affect the electrical properties of the nanotubes, and they 
influence their ability to be dispersed in organic or aqueous media and 
even their interactions with other compounds such as surfactants, 
polymers or aromatic compounds. More specifically, gel electrophoresis 
has been proposed as preparative method for the purification of 
fluorescent SWNT fragments. As a result, three main fractions are 
obtained. The procedure is tedious and further fractioning of previously 
separated bands is also required [21]. 
For this second step, liquid chromatography and (more frequently) 
capillary electrophoresis have been proposed. Taking into account the 
poor solubilisation of carbon nanotubes in aqueous media, different 
approaches to chromatographic separation have been proposed, such as 
size exclusion and gel permeation [22]. Niyogi et al. [23] describe a liquid 
chromatography method for the purification of SWNTs based on the use 
of tetrahydrofurane as the mobile phase and diode array detection. After 
chromatographic separation, the fractions obtained were further 
analyzed by atomic force microscopy, which revealed that only the first 
fraction contained SWNTs, whereas the other two were composed of 
nanoparticulates and finely divided impurities. 
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Capillary electrophoresis has demonstrated its potential for 
separating and purifying SWNTs from particulate impurities and for 
fractioning them by size/length. As indicated in Fig. 1, nanotube 
solubilization is a critical step toward determining purity via capillary 
electrophoresis. For SWNTs, this shortcoming has been circumvented by 

















Better results were obtained with the latter, as the electrophoretic 
peaks obtained were narrower. Raman detection was employed in both 
cases. The purities of the different fractions were confirmed by atomic 
force microscopy. The main limitation of this methodology is the low 
reproducibility between runs with regard to the numbers and positions 
of the peaks, which can be ascribed to the heterogeneous nature of the 
nanotube suspension. Recent research has focused on solving this 
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reproducibility of the results can be markedly improved by adding a 
polymer such as hydroxypropylmethyl cellulose (HPMC) to the aqueous 
dispersion of the nanotubes, which minimizes the interaction between 
them and permits more homogeneous interaction of the HPMC-nanotube 
complex with the surfactant molecules [26]. 
 
Nanotubes used as analytical tools 
 
The main applications of carbon nanotubes are given in Fig. 2, which 
shows that carbon nanotubes have been used as a stationary phase in 
gas chromatography and as a pseudostationary phase in capillary 
electrophoresis. Currently, however, carbon nanotubes are most widely 
used as a component in electrochemical sensors. Their use in sample 
clean-up procedures or analyte preconcentration via either 
filters/membranes or a sorbent packed material is also shown in the 
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Nanotubes used as filters and membranes 
 
Ajayan and co-workers [27] reported the fabrication of monolithic 
hollow cylinders constituted by radially aligned carbon nanotubes walls. 
The synthesis process permitted the creation of cylinders with diameters 
and lengths of up to several centimetres. The behaviour of these 
cylindrical membranes when used as filters has been demonstrated in 
two important settings: (i) the elimination of multiple components of 
heavy hydrocarbons from petroleum and (ii) the elimination of bacterial 
contaminants such as Escherichia Coli or the nanometer-sized poliovirus 
from waters. These carbon nanotube-based filters can be cleaned for 
repeated filtration through ultrasonication and autoclaving. Although 
the mechanism of filtration is not exactly known, the investigators are 
now interested in building other complex geometries, and they want to 
functionalize the cylinders in order to achieve highly specific filtration. 
 
Nanotubes used as a sorbent phase  
 
The characteristic structures and electronic properties of carbon 
nanotubes allow them to interact strongly with organic molecules. The 
surface, made up of hexagonal arrays of carbon atoms in graphene 
sheets, interacts strongly with the benzene ring of aromatic compounds. 
In 2001, Long and Yang observed that dioxins, which present two 
benzene rings, were strongly adsorbed on MWNTs. In fact, the authors 
suggest that MWNTs are an ideal adsorbent for dioxin removal [28]. The 
MWNTs have also been used for solid-phase extraction of three 
endocrine disruptors: bisphenol, 4-n-nonylphenol and 4-tertoctylphenol. 
The three analytes were quantitatively isolated from environmental 
water samples on an MWNTs-packed cartridge and further eluted with 
suitable amounts of methanol [29]. In addition to external surfaces, 
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carbon nanotubes appear to act as benign hosts that can encapsulate 
protein molecules in their internal tube cavities [30]. In recent years, 
Valcárcel and co-workers [31] have explored the analytical potential of 
C60 fullerene, a carbon nanotube-related structure, as a solid-phase 
adsorbent for chelates or ion pairs of metal ions, organic compounds or 
organometallic compounds from aqueous solution. Leading on from this, 
the potential of MWNT to preconcentrate rare earth [32] and trace 
amounts of Cd, Mn and Ni [33] has been pointed out in the literature. 
 
Carbon nanotubes can also remove and preconcentrate volatile 
organic compounds. Mitra and co-workers [34] described a microtrap 
operating as a nanoconcentrator and injector for gas chromatography. A 
thin layer of carbon nanotubes was deposited by catalytic chemical 
vapour deposition on the inside wall of a steel capillary in order to 
fabricate the microtrap. The carbon nanotube film provides an active 
surface for fast adsorption/desorption of small organic molecules such as 
hexane and toluene. The sorption of toluene was much stronger than 
hexane, which can be attributed to the π-π interaction between the 
carbon nanotube side-wall and the aromatic ring.  
 
Nanotubes used in electrochemical (bio)sensor 
 
The rapid development of new nanomaterials and nanotechnologies 
has provided many new opportunities for electroanalysis. In particular, 
the unique properties of carbon nanotubes make them extremely 
attractive for the fabrication of chemical sensors, in general, and 
electrochemical detection, in particular. Recent studies have 
demonstrated that carbon nanotubes can enhance the electrochemical 
reactivity of biomolecules and promote the electron-transfer reactions of 
proteins. The high carbon nanotubes conductivity to surface adsorbates 
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permits their use as highly sensitive nanoscale sensors. These properties 
make carbon nanotubes an efficient material for use in a wide range of 
electrochemical biosensors, ranging from amperometric enzyme 
electrodes to DNA hybridization biosensors. To be able to take 
advantage of the properties of carbon nanotubes in electrochemical 
applications, they need to be properly functionalized and immobilized 
(for a general review of carbon nanotubes in electrochemical (bio)sensors, 
readers are referred to [35, 36]). An example where the adventages of 
nanotubes have been put to good use in a sensor is in carbon nanotubes-
based enzyme electrodes, which combine the specificity of enzyme that 
accelerates the oxidation of NADH or hydrogen peroxide with the use of 
carbon nanotubes molecular wires, which allows the efficient electron 
transfer to enzymatic electron centres [37]. Other examples are 
electrochemical hybridization biosensors, which rely on the 
immobilization of a single-stranded DNA probe on the surface of a 
carbon nanotube, which converts the formation of the duplex into a 
useful electrical signal [38]. Surfaces containing MWNT have been 
shown to be useful for facilitating the adsorptive accumulation of the 
guanine nucleobase, and they greatly enhance the oxidation signal. He 
and Dai [39] have demonstrated that complementary DNA or target 
DNA chains of specific sequences can be detected with a high sensitivity 
and selectivity by using specific DNA sequences chemically attached to 
aligned carbon nanotubes; the amperometric response obtained from 
such a system is much higher than those convetional flat electrodes. 
These result suggest that these or similar sensor can be used for 
sequence-specific DNA diagnoses. These DNA biosensors, based on 
nucleic acid recognition processes, are undergoing rapid development 
with the aim of creating fast, simple and inexpensive tests for genetic 
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and infectious diseases. Figure 3 shows the mechanism of a 
nanoelectrode made up of vertically aligned multi-walled carbon 
nanotubes attached to SiO2 and functionalized with a probe DNA chain. 
As can be seen, the hybridization of target DNA chains is detected by 
combining it with Ru(bpy)32+-mediated guanine oxidation and by 











Fig. 3. Schematic mechanism for nucleic acid sensing via an inlaid multi-
walled carbon nanotube combined with Ru(bpy)32+-mediator amplified 
guanine oxidation (adapted from [40]). 
 
 
Carbon nanotubes, both SWNT and MWNT, can be vertically aligned 
on the electrode surface. In this case, the carbon nanotubes act as 
molecular wires, allowing electrical communication between the 
underlying electrode and the redox enzyme or biomaterial. The direct 
electron transfer between the biomaterial and the electron surface 
obviates the need for redox mediators and is thus extremely useful in 
sensing devices. Some selected examples of carbon nanotubes 
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In order to obtain a vertically aligned carbon nanotubes array, the 
closed ends of the nanotubes must be opened and functionalized with 
chemical groups. This step is normally performed using an oxidative 
treatment. However, the oxidative treatment sometimes compromises 
the mechanical stability of the nanotube and leads to the collapse of the 
nanotubes. Nguyen et al. [41] have shown that integrating a spin-on 
glass film with the vertically aligned nanotubes avoids this problem 
during the oxidative treatment. 
 
In a recent paper Dekker and co-workers [48] described the first 
study using a single walles carbon nanotube as an electrode for 
electrochemistry. This work constitutes an important advance in the 
development of electrodes with nanometers dimensions, which may 
result, for example, in the study of new media used as local cellular 
compartments. The analytical potential of this electrode will probably be 
extended even further with the use of functionalized carbon nanotubes, 
which will permit the detection of single biomolecules in local cellular 
compartments. 
 
Nanotubes used as a separation tool 
 
The behaviour of purified MWNTs as column packing material for 
gas chromatography has been described previously [49]. Satisfactory 
 Nanotube Combined/Immobilized Determination Ref. 
 MWNT-COOH DNA Specific hybridization [42] 
 MWNT β-cyclodextrin Uric acid [43] 
 MWNt 3-(mercaptopropyl)trimethoxilane Fluphenazine [44] 
 CNT mineral oil Sulfide [45] 
 CNT Nafion/glucose oxidase Glucose [46] 
 CNT Teflon/alcohol deshydrogenase/NAD+ Ethanol [47] 
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results were obtained when compared with graphitized carbon black 
(carbopack B) for the same active surface area: MWNT had stronger 
retention, a more homogenous surface and a smaller theoretical plate 
number. By studying the chromatographic separation of aromatic 
hydrocarbons, alkanes, halogenated hydrocarbons, alcohols, ketones, 
ester and ethers, it was established that MWNTs are an interesting 
alternative stationary phase for volatile compounds with relative low 
boiling points. 
 
Carbon nanotubes have also been used as a component of the 
background separation electrolyte in capillary electrophoresis. In this 
case, the carbon nanotube present in the buffer act as a 
pseudostationary phase. The different partitions of analytes between the 
buffer and the nanotube surface, together with the different migration 
velocity of nanotubes and the free analytes, are responsible for the 
electrophoretic separation. To use carbon nanotubes in this way, the 
first step is to solubilize them in the background electrolyte. Wang et al. 
[50] proposed the use of soluble carboxylic-SWNT and they observed 
distinct changes in the electrophoretic parameters of homologous 
molecules such as caffeine and theobromine. The authors also observed 
changes for structural isomers of catechol and hydroquinone. Such 
changes were attributed to the functional groups on the carboxylic-
SWNT, which form intermolecular hydrogen bonds with analytes. 
Carbon nanotubes dispersed with surfactant is another interesting route 
towards increasing resolution in capillary electrophoresis. Preliminary 
results obtained by our research group indicate that dispersing SWNT 
with surfactant also provides a reliable pseudostationary phase, opening 
the door to new advances in electrokinetic chromatography that may 
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supercede results from MEKC and MEEKC [51]. The use of this 
pseudostationary phase will permit the separation and resolution of 
compounds by three different types of interactions (see Fig. 4): (i) 
interaction with the alkyl chain of the surfactant; (ii) interaction with 
the micelle surface or polar groups of the surfactant, and; (iii) adsorption 









Fig. 4. Principle behind separation in micellar carbon nanotube 
electrokinetic chromatography. Solute 1 interacting as a cosurfactant; solute 




Conclusions and perspectives 
 
Although the advantages of incorporating carbon nanotubes into 
electrochemical (bio)sensors and using them as sorbent are well known, 
and have resulted in a great deal of study and development of 
nanotubes-based materials, the full potential of carbon nanotubes is yet 
to be realized. As can be seen in Figure 2, it is highly likely that they 
will play a crucial role in the fabrication of nano-devices. Up to now, 
their use in miniaturization science has been limited to acting as a 
component of micro-electrodes. However, considering their truly 
enormous potential and unique properties, it is reasonable to suppose 
SOLUTE 1 SOLUTE 2 SOLUTE 3
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that their presence and importance will increase with time. Molecular 
sensors based on carbon nanotubes, nanochips and nanoreactors are set 
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El desarrollo experimental de esta Memoria ha sido posible gracias al 
empleo de diversas herramientas analíticas, entre las que se incluyen 
reactivos, disolventes, material de vidrio, aparatos e instrumentos 
analíticos, además de los componentes que se utilizan para el diseño de 
sistemas de flujo continuo. A continuación se describen dichas 
herramientas. 
 




Los analitos patrón empleados responden a los máximos niveles de 
pureza química comercialmente disponibles. La relación de los mismos 
es la siguiente: 
 
¾ Nanotubos de carbono. Para el desarrollo de esta Memoria se han 
empleado tres tipos diferentes de nanotubos de carbono, dos SWNTs con 
diámetros entre 1.2-1.5 y 0.7-1.2 nm y longitud entre 2-5 y 2-20 µm 
respectivamente y un MWNTs con diámetro entre 20-50 nm y 5-20 µm 
de longitud. 
 
¾ Estándares de las tetraciclinas (oxitetraciclina, doxitetraciclina y 
tetraciclina). 
 
¾ Estándares de anti-inflamatorios no esteroides (tolmetin, 
ketoprofeno, indometacina, fenoprofeno, ácido acetilsalicílico e 
ibuprofeno). 
 
¾ Clorofenoles (2,3-diclorofenol, 2,5-diclorofenol, 2,6-diclorofenol, 
3,4-diclorofenol, 3,5-diclorofenol, 2,3,5-triclorofenol, 2,4,5-triclorofenol, 
2,3,6-triclorofenol y pentaclorofenol). 
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¾ Estándares del grupo de las penicilinas (penicilina-G, ampicilina, 
oxacilina, penicilina V, amoxicilina y cloxacilina). 
 
¾ Isómeros de norefedrina.  
 
Todos los analitos empleados fueron suministrados por Sigma-
Aldrich (Madrid, España). 
 
 
1.2. Disolventes orgánicos. 
 
Los disolventes orgánicos se emplearon con varias finalidades entre 
las que cabe destacar la preparación de disoluciones primarias de 
analitos, acondicionador de las minicolumnas de nanotubos, eluyente de 
los analitos retenidos en la columna de extracción en fase sólida, 
composición del sheath liquid y modificador del buffer electroforético. La 














¾ Sulfóxido de dimetilo (DMSO) 
 
Todos los disolventes orgánicos son de calidad HPLC y fueron 
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1.3. Otros reactivos y materiales. 
 
¾ Ácidos y bases. En muchas ocasiones fue necesario el ajuste del 
pH de las muestras y del buffer así como el empleo de medios 
ácidos ó básicos que favorecieran los procesos de extracción o las 
reacciones llevadas a cabo para la inmovilización de NTs sobre 
las paredes de vidrio de poro controlado. La necesidad de 
acondicionamiento del capilar también implica el uso de estos 
medios. Los principales ácidos empleados fueron: clorhídrico, 
nítrico, cítrico, fórmico, acético y fosfórico; y las bases hidróxido 
sódico y potásico. 
 
¾ Sales. Se emplearon en la preparación del buffer electroforético y 
en algunas ocasiones como componente del sheath liquid. Entre 
estos reactivos se encuentran acetato amónico, borato sódico, 
tris-(hidroximetil)-amino-metano clorhidrato, hidrogenofosfato 
sódico y borato amónico. 
 
¾ Otros reactivos. Los reactivos empleados en la dispersión de 
nanotubos de carbono fueron tensioactivo como dodecil sulfato 
sódico (SDS) y polímero como hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC). 
Para la inmovilización de NTs se utilizó glutaraldehido, 1,3-
diciclohexilcarbodiimida, 3-aminopropil-trietoxi-silano y vidrio de 
poro controlado.  
 
¾ La β-ciclodextrina, se usó como aditivo del buffer electroforético 
actuando como selector quiral. 
 
¾ Carbón activo, para la filtración de muestras biológicas como 
orina. 
 
¾ Agua destilada y Milli Q para la preparación de las disoluciones. 
Herramientas Analíticas 
 - 102 -
 
¾ Nitrógeno suministrado por Air Liquide en los equipos de 
electroforesis. 
 
¾ Aire comprimido. 
 
¾ Filtros de nylon de 0.45 µm de tamaño de poro para la filtración 
de buffer y muestras. 
 
¾ Membranas de nitrato de celulosa con un diámetro de poro de 
0.45 µm empleadas para la filtración de los nanotubos de carbono. 
 
¾ Material de vidrio común en el laboratorio, clase A. 
 
 
2. Componentes del sistema de flujo continuo. 
 
En esta Memoria el sistema de flujo continuo empleado fue inyección 
en flujo (FI). El material usado para el diseño de dicho sistema se detalla 
a continuación: 
 
¾ Bomba peristáltica Gilson Minipuls-2 (Villiers-le-Bel, Francia) 
equipada con tubo de bomba  de cloruro de polivinilo de diámetro 
1.14 mm para la aspiración y propulsión de muestra. 
 
¾ Válvula de inyección de 6 vías Rheodyne 5020 (Cotati, CA, EEUU) 
provista de distintos bucles que fijan el volumen de elución. 
 
¾ Tubos de conducción de PTFE, de varios diámetros internos, que 
también se utilizaron para fabricar bucles y minicolumnas con 
los nanotubos de carbono. 
 
¾ Cartuchos de Bond Elut JR-C18 (Varian, Madrid) que fueron 
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¾ Conectores de volumen muerto de PTFE Omnifit (Cambridge, 
Reino Unido) para unir los tubos de conducción con los diferentes 
componentes del sistema de flujo. 
 
¾ Jeringas de plástico o vidrio para el llenado del bucle de la 
válvula de inyección. 
 
¾ Algodón para las fritas de las columnas impidiendo la pérdida de 
las partículas de vidrio de poro controlado modificado con los 
nanotubos inmovilizados sobre su superficie. 
 
 
3. Acoplamiento at-line de sistemas de flujo continuo al equipo de 
CE/MS. 
 
En esta Memoria, el acoplamiento del sistema de flujo continuo (FI), 
que se ha utilizado para automatizar y simplificar las etapas de 
tratamiento de muestra, con el equipo comercial de CE/MS se pudo 
realizar a través del replenishment system que posee el equipo. 
Concretamente, se desconectó el tubo de teflón que conecta las agujas del 
sistema de replenishment con el buffer y se reemplazó por un tubo de 
teflón proveniente del sistema de flujo. En la Figura I.1. se muestra la 
configuración del sistema de replenishment y el sistema modificado para 


















Figura I.1. Configuración del sistema de replenishment y el sistema 
modificado para el acoplamiento at-line del sistema de flujo continuo. 
 
 
En la Figura I.2. se muestra el acoplamiento del equipo comercial 
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4. Preparación de minicolumnas con NTs o NTs modificados para SPE. 
 
El primer sistema consistió en una minicolumna de gran diámetro a 
modo de filtro. Para la fabricación del soporte se usó un cartucho de C18 
(Bond Elut JR). En la Figura I.3. se muestra un esquema de las 
















Figura I.3. Esquema del dispositivo empleado para el empaquetamiento de 
nanotubos de carbono. 
 
 
En el segundo sistema, se inmovilizan NTs sobre vidrio de poro 
controlado que posteriormente se empaquetó en un tubo de PTFE para 
construir la minicolumna. Para alcanzar la inmovilización de los NTs 
sobre las paredes de vidrio de poro controlado se efectuaron las 




El cartucho de C18 se 
corta y se evacua el 
material adsorbente
Se introducen 6 mg
de NTs
Se coloca la 
frita y la parte 
superior del 
cartucho a 
través del cuál 
se conecta con 
tubos de PTFE 
al sistema FI 
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1. Carboxilación de NTs: se trataron 100 mg de SWNTs durante 90 
min con una mezcla 3:1 (v/v) de H2SO4:HNO3 concentrado y 
energía de ultrasonidos. A continuación, se filtraron y se trataron 
con HCl 1M durante 45 min con ultrasonidos. Los SWNTs 
carboxilados resultantes de la reacción se filtran, lavan con agua y 
posteriormente se secan con aire. 
 
2. Limpieza de vidrio de poro controlado: aproximadamente 500 mg 
de vidrio de poro controlado se calientan en HNO3 al 5% en agua 
durante 45 min y posteriormente se lavan con agua. 
 
3. Activación del vidrio. Comprende dos etapas: 
 
¾ Silanización. Para este fin se usó 3-aminopropil-trietoxi-
silano, ya que el uso de este compuesto permite que los 
grupos aminos queden covalentemente enlazados a los 
grupos silanol de la superficie del vidrio. Para ello, el vidrio 
de poro controlado lavado y seco se colocó en un bote de color 
topacio con 0.2 ml de 3-aminopropil-trietoxi-silano + 6 ml de 
tampón acetato 0.05M. El sistema se dejó reaccionar 
protegido de la luz y a 80ºC durante dos horas, agitando la 
mezcla cada 10-15 min. Finalmente, el vidrio se filtró sobre 
una membrana porosa de nitrato de celulosa de 0.45 µm de 
diámetro de poro, se lavó con agua Milli-Q y se secó a 95ºC. 
El vidrio silanizado y seco puede guardarse, protegido de la 
luz, por tiempo indefinido. 
 
¾ Acoplamiento con glutaraldehido. Para llevar a cabo la 
reacción de acoplamiento del glutaraldehido con el vidrio 
silanizado se preparó una disolución con 0.6 ml de 
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glutaraldehido en 5 ml de tampón ortofosfato 0.1 M (pH 8.5), 
a la que se añadió el vidrio previamente silanizado. Esta 
disolución se mantuvo protegida de la luz y con agitación 
suave durante aproximadamente 90 min, a temperatura 
ambiente. Posteriormente, el vidrio se filtra nuevamente, se 
lava  con agua Milli-Q y se seca a vacío.  
 
4. Inmovilización de los nanotubos sobre el vidrio. Los nanotubos 
carboxilados se suspenden en 3 ml de DMF que contiene 0.7 mg de 
1,3-diciclohexilcarbodiimida. Este compuesto se emplea como 
agente precursor del acoplamiento. En esta suspensión se 
introduce el vidrio resultante de las reacciones anteriores durante 
cinco horas. El producto final se filtra y se lava con agua para 
eliminar por un lado el exceso de reactivo y por otro los nanotubos 
que no han sido inmovilizados sobre el cristal. Por último, el 
precipitado resultante formado por SWNTs carboxilados e 
inmovilizados perpendicularmente sobre el vidrio se seca bajo 
corriente de nitrógeno.  
 
A modo ilustrativo, en la Figura I.4. se muestra un esquema de las 






















Figura I.4. Esquema de las reacciones para la inmovilización de NTs sobre 





Los equipos empleados a lo largo de esta Memoria se describen a 
continuación: 
 
¾ Electroforesis capilar Beckmann P/ACE 5500 equipado con un 
detector ultravioleta visible de diodos en fila. Los componentes 
principales del equipo son: una lámpara de deuterio, capilares de 
sílice fundida (75 µm de diámetro interno), electrodos de platino 
y un automuestreador. El control del equipo y la toma y 
tratamiento de datos se realiza con el software P/ACE station. 
Este equipo se empleó fundamentalmente para la caracterización 
y separación de nanotubos, aunque también se usó para poner de 
manifiesto la capacidad de los nanotubos de carbono como fase 
pseudoestacionaria del buffer electroforético. En la Figura I.5. se 
muestra una vista general del equipo comercial empleado. 
SWNTs SWNTs-CARBOXILADOS
H2SO4 +   HNO3
ULTRASONIDOS
S i O H












































¾ Microscopio electrónico de barrido Hitachi S-530 acoplado con un 
microanalizador de rayos-X (Oxford Link Isis) usado para la 
caracterización de las diferentes fracciones de nanotubos de 
carbono. 
¾ Microscopio de fuerza atómica AFM multimode (VEECO) con un 
controlador nanoscope IV usado para la confirmación de la 
inmovilización de los nanotubos de carbono sobre el vidrio de 
poro controlado. 
 
¾ Equipo de electroforesis capilar Agilent HP3D acoplado a 
espectrómetro de masas Agilent 1100 serie LC/MSD (con 
quadrupolo y electrospray-API). Las separaciones se realizan en 
un capilar de sílice fundida (60 cm longitud x 50 µm de DI x 375 
µm de DO). El flujo del sheath liquid se alcanza mediante el 
empleo de una bomba isocrática Agilent 1100, la cual puede 
operar en una relación de caudal de 1:100. El control del equipo 
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así como la adquisición de datos y su procesamiento se realiza 
mediante el software Agilent Chem Station. 
Con este equipo se evaluó la capacidad de los nanotubos de 
carbono como material de extracción en fase sólida seleccionando 
para ello tetraciclinas y anti-inflamatorios no esteroides como 
analitos modelo. También se empleó para la recolección de 
fracciones de nanotubos de carbono para su posterior análisis por 
microscopía. En la Figura I.6. se muestra una vista general del 
equipo de CE/MS. 
 
 
Figura I.6. Vista general del equipo comercial de Electroforesis capilar 




¾ Balanza analítica de precisión (Ohaus, modelo Explorer). 
 




¾ Baño de ultrasonidos (Selecta, modelo Ultrason sin calefacción, 
50 W y 60 Hz) empleado para desgasificar el sheath liquid y 
favorecer la dispersión de los nanotubos de carbono. El baño de 
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ultrasonidos también se empleó para llevar a cabo las reacciones 
de funcionalización e inmovilización de los nanotubos sobre 
vidrio.  
 
¾ Agitador magnético Velp Scientifica. 
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La gran tendencia de los nanotubos de carbono a formar agregados y 
su baja solubilidad, complica su uso en numerosas aplicaciones 
fundamentalmente biotecnológicas donde se usan preferentemente 
medios acuosos. Como se ha descrito en la Introducción de esta Memoria, 
son muchas las técnicas que se pueden emplear en la purificación y 
separación de los nanotubos de carbono. Además de la espectroscopía de 
IR y Raman destaca también el empleo de la electroforesis capilar.  
 
La electroforesis capilar permite la separación y el fraccionamiento 
de los nanotubos en función de su tamaño/longitud y carga que 
adquieren en el sistema electroforético mediante la aplicación de un 
campo eléctrico. El inconveniente de usar esta técnica es que los 
nanotubos de carbono deben ser previamente solubilizados antes de ser 
sometidos a los procesos de separación. Un procedimiento habitual de 
solubilización/dispersión de los NTs es mediante el empleo de 
tensioactivos o polímeros. La dispersión de los nanotubos con 
tensioactivos generalmente implica el uso de ultrasonidos, siendo éste 
un paso crítico en la preparación de las disoluciones dispersadas ya que 
tiempos cortos de ultrasonidos dan lugar a la formación de agregados y 
por otra parte tiempos más largos pueden producir defectos sobre la 
superficie de los nanotubos ó incluso provocar su transformación en 
carbón amorfo [1].  
 
La goma arábiga [2] y amilasa [3] se han empleado como polímeros 
con una cierta capacidad para dispersar nanotubos. En general, los 
polímeros, normalmente, poseen mayor superficie de adsorción y por 
tanto presentan un mayor número de interacciones que los tensioactivos, 
pudiendo actuar además como estabilizadores coloidales. Los otros 
procedimientos de solubilización/dispersión involucran la 
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funcionalización química de los NTs, como por ejemplo su oxidación que 
conduce a la obtención de NTs abiertos que poseen grupos carboxílicos 
[4]. El principal inconveniente de estos tratamientos agresivos es que 
producen un número significativo de defectos y conducen a una mezcla 
de NTs de diferente longitud.  
 
Aunque se ha descrito el empleo de tensioactivos para la resolución 
electroforética de mezclas de nanotubos [5], este método presenta una 
baja reproducibilidad entre análisis, como reconocen los propios autores, 
tanto en el número como en la posición de los picos. Esta 
irreproducibilidad es atribuida según los autores a la heterogeneidad de 
la suspensión de nanotubos. 
 
Todos estos resultados muestran la necesidad de desarrollar un 
procedimiento adecuado para la obtención de dispersiones reproducibles 
de nanotubos. Al mismo tiempo, es necesario desarrollar nuevos métodos 
analíticos que permitan la adecuada evaluación del grado de dispersión 
de los nanotubos de carbono así como su degradación. 
 
Este Capítulo se centra en el empleo de tensioactivos y polímeros, ya 
que estos compuestos permiten la dispersión de los nanotubos sin 
modificar su estructura o propiedades. Por otro lado, en electroforesis 
capilar, es frecuente emplear polímeros como por ejemplo la 
hidroxipropilmetilcelulosa como modificadores del buffer electroforético 
para aumentar la resolución y sensibilidad. Con estos polímeros se 
reduce el potencial zeta y por tanto el flujo electroosmótico siendo 
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En este Capítulo se presenta un procedimiento eficaz para la 
dispersión de una mezcla de diferentes nanotubos (single-walled y 
multiwalled) usando tensioactivos y polímeros así como metodología 
optimizada para la purificación y evaluación de la dispersión de 
nanotubos de carbono en medio acuoso mediante electroforesis capilar.  
 
En el caso de NTs funcionalizados, éstos presentan la ventaja de ser 
en la mayoría de las ocasiones solubles y presentan una cierta carga 
residual por lo que pueden directamente separarse por electroforesis 
capilar de zona (CZE) o bien electroforesis capilar en medios no acuosos 
(NACE) en el caso que los NTs funcionalizados sólo sean solubles en 
disolventes orgánicos.  
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A robust and reproducible method for the dispersion of carbon 
nanotubes, either single walled or multiwalled is presented. Dispersion 
of nanotubes was achieved as surfactant coated species of sodium 
dodecyl sulphate. The addition of small amounts of hydroxypropyl 
methyl cellulose (HPMC) together with the surfactant, sodium dodecyl 
sulphate, was found critical to achieve reproducible nanotubes 
dispersion and to obtain an homogeneous and stable solution. This 
solution is further analyzed by capillary electrophoresis using a 
background electrolyte solution containing a polymer, 0.025% (w/v) 
HPMC solution prepared in 5 mM ammonium acetate at pH 8.03. This 
electrophoretic method presents a high reproducibility between runs, 
being an interesting alternative to study nanotube size distribution or 
characterization after synthesis. In addition, the methodology developed 
allowed the study of the interaction of the different types of carbon 
nanotubes with a molecular probe such as pentachlorophenol. This 
procedure was showed effective to detect small differences on the 
chemical/physical surface properties of the nanotubes.  The different 
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Carbon nanotubes, since their discovery in 1991 by Iijima and 
coworkers [1], have attracted considerable attention of scientist because 
of their special electronic and mechanical properties [2]. Depending on 
the method followed for their synthesis, the carbon nanotubes obtained 
can contain several concentric layers, the so called multi-walled 
nanotubes (MWNTs), or they can be a single-walled nanotubes (SWNTs). 
Among carbon nanotubes, SWNTs possess the most perfect structure. In 
addition to a high surface area, they exhibit the highest tensile strength 
among known materials [2,3] with an ultra-light weight and therefore 
they are ideal reinforcing fillers of nanoscale size. To exhibit these 
especial characteristics, nanotubes should be separated from the bundles 
to maximize the effect of the intrinsic mechanical properties of the 
SWNTs. However, their chemical inertness and strong Van der Waals 
interaction between them complicate their use for fabrication of 
ultrastrong nanocomposites. In order to disperse carbon nanotubes and 
to increase their solubility in either water or organic solvents, many 
investigations focused on nanotube functionalization have been 
developed. 
  
The first solubilization/functionalization attempt uses an oxidative 
step based on acid attack in concentrated sulphuric-nitric acid mixtures 
which result in the functionalization of carbon nanotubes with carboxylic 
groups [4]. However, this aggressive treatment introduces a significant 
number of undesirable defects and reduces the length of the nanotube. 
Functionalization methods for the enhancement of solubilization of 
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carbon nanotubes in organic solvents have also been described. Some 
examples include derivatization with thionyl chloride and 
octadecylamine [5] or partial oxidation of SWNTs followed by 
functionalization reactions with alkanes [6], diazonium salts [7] or even 
the attachment of soluble polymers [8]. Although several alternatives for 
carbon nanotube solubilization in organic solvents have been described, 
their suspension in aqueous media is a pending subject with important 
implications in different fields such as biochemistry and biomedical 
engineering, in which organic solvents cannot be used due to evident 
incompatibilities with living organisms [9]. The approaches make in this 
way involve functionalization with amine [10], formation of DNA 
adducts [11] or suspension with surfactant [12,13]. Probably major 
attention is being directed at the use of surfactants because the others 
alternatives result in a surface modification which can affect the 
inherent electrical, mechanical and optical properties of the nanotube [7]. 
In this way, surfactants have been used to synthesize polymer/SWNTs 
composites by in situ polymerization in a surfactant-assisted 
miniemulsion system [14]. The solubilization and dispersion of 
nanotubes with surfactants generally involve the use of ultrasounds, 
being this a critical point as shorter sonication times results in the 
formation of nanotubes aggregates and longer times or vigorous 
sonication can result in damage on the SWNT surface or even the 
conversion of the SWNT into amorphous carbon [15]. Because the 
successful incorporation of nanotubes into practical materials relies on 
the capability of breaking up the bundles into individual nanotubes and 
keeping them in homogeneous and stable suspensions, this is a critical 
target in the development of practical applications of this valuable 
material. 
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SWNTs suspended with sodium dodecyl sulphate (SDS) have been 
separated based on difference in size by capillary electrophoresis using 
an SDS solution as background electrolyte [16,17]. However, this 
procedure was highly irreproducible, which was attributed by the 
authors to the heterogeneous nature of the nanotube suspension 
resulting in sampling differences. These results pointed out the 
necessity to improve the procedure in order to have homogenous 
dispersion of the nanotubes. At the same time, it is important to develop 
new analytical methods which permit to adequately evaluate the degree 
of dispersion of the carbon nanotubes. 
 
For these reasons, the aim of this work is to propose an efficient 
procedure of nanotubes dispersion as well as an optimized methodology 
for their analytical evaluation involving both quantification and 
characterization. Considering the importance of avoiding changes in the 
inherent properties of nanotubes, the solubilization and dispersion of 
nanotubes was based on the use of surfactants. The analytical procedure 
has also been evaluated to study interactions between target compounds 
and nanotubes. 
 
2. Experimental section 
 
Three types of carbon nanotubes were used in this study: two 
SWNTs with diameters of 1.2-1.5 nm and 0.7-1.2 nm and length 2-5 µm 
and 2-20 µm, respectively, and MWNTs with diameters of 20-50 nm and 
length ranging from 5 to 20 µm. All carbon nanotubes were supplied by 
Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). 
 
Microscopic evaluation of carbon nanotubes was made with an 
Hitachi S-530 scanning electron microscopy coupled with X-ray 
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microanalysis (Oxford Link Isis). For observation, carbon nanotubes or 
electrophoretic fractions were located on a microscope slide. For 
microscopic evaluation, between 5-10 µL of dispersed carbon nabotubes 
solutions were deposited on a glass piece and dried at room temperature. 
Afterwards, the sample was gold covered (300Å thickness) by sputtering 
and observed between 30 and 20000 magnifications. 
 
The best procedure found to disperse/solubilize the carbon nanotubes 
consists of introducing 1 mg of each carbon nanotube in a glass beaker 
containing 25 mL aqueous solution of 17.3 mM SDS and 0.01% (w/v) 
hydroxypropyl methyl cellulose (HPMC) (molar mass of approximately 
86000 UMA according to supplier information) and submerging the 
mixture in an ultrasonic bath (50 W and 60 Hz) for 20 min. The 
suspension obtained was directly introduced into the electrophoretic 
capillary for its analysis. To study interactions between target analytes 
and nanotubes, the nanotubes were introduced in a 10-4 mol/L 
pentachlorophenol solution for 5 min. Afterwards, the nanotubes 
containing the analyte adsorbed on their surface were suspended and 
analyzed following the above described procedure. 
 
Dispersed nanotubes were analyzed by using a Beckman P/ACE 5500 
Capillary Electrophoresis system equipped with diode array detector 
and a fused-silica capillary (47 cm long × 75 µm I.D.). Photometric 
measurements were made at 240 nm in all cases. Initially, the capillary 
was sequentially conditioned using 1 M HCl (5 min), 0.1 M NaOH (10 
min) and Milli-Q water (5 min). Between runs, the capillary was 
sequentially washed with 0.1M NaOH (5 min), Milli-Q water (5 min) and 
background electrolyte (5 min). The background electrolyte (BGE) was 5 
mM ammonium acetate containing 0.025% (w/v) HPMC, adjusted to pH 
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8.03. Dispersed nanotubes were introduced into the capillary by 
applying 0.5 psi for 10 s. Separation was then accomplished using an 
applied voltage of +15kV. The pH of the target dispersed solution and 
BGE electrolyte were adjusted using NaOH 0.1M and HCl 1M. 
 
3. Results and discussion 
 
The dispersion of nanotubes with surfactant using non-covalent 
stabilization in aqueous solution presents the advantage that nanotube 
structure and properties can be preserved after the dispersion. A study 
of the dispersion of carbon nanotubes with surfactant and with a 
physical polymer is discussed below. However, the first requirement is to 
develop an adequate analytical procedure to study the dispersion. As a 
consequence of the adsorption of surfactant molecules on the nanotube, 
different charged aggregates are obtained, which can be separated under 
the influence of an applied electric field on the basis of the different 
charge and size-dependent mobility. Therefore, the 
separation/characterization of surfactant coated carbon nanotubes by 
capillary electrophoresis is also described below.  
 
3.1. Electrophoretic Separation of Dispersed Carbon Nanotubes 
 
Electrophoretic conditions for carbon nanotubes dispersion were 
optimized using a target solution prepared by dispersing 1 mg of carbon 
nanotubes in 4 mL of 17.3 mM of SDS aqueous solution. In preliminary 
experiments, it was observed that when dispersed nanotubes were 
separated by CE using a 17.3 mM SDS solution as BGE, the results 
were very poor in terms of repeatability (within the same sample) and 
reproducibility (between samples) of migration time and peak area. As 
an alternative, we tried to use a BGE containing physical polymer which 
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can act as a stabilizing colloid. Hydroxypropyl methyl cellulose (HPMC) 
was selected for such objective. The results obtained pointed out that 
adding small amounts of HPMC and removing the SDS in the BGE has 
a positive influence on stability of the baseline and also on the 
repeatability of migration time and peak area (six consecutives 
analysis). In the interval 0.002-1% (w/v) it was found that the best 
resolution and reproducibility corresponded to the range 0.01-0.04% 
(w/v) of HPMC. Reproducibility was tested by preparing three times the 
BGE and performing three replicates each time. Higher percentages of 
HPMC resulted in lower reproducibility. Probably it was due to changes 
in the viscosity of the solution, which produces locals problems with 
analyte diffusion. Then, we selected a BGE containing 0.025% (w/v) of 
HPMC for further tested. The good response obtained also pointed out 
the high stability of the aggregate surfactant-nanotube, because it 
remains stable under the influence of a high electric field even in the 
absence of surfactant in the BGE. In general, when the concentration of 
surfactant is lower, the limitations of space on the nanotube surface is 
minimum, and an adsorption of the surfactant in a “head-to-tail” 
arrangement parallel to the surface will be expected. However, for 
higher concentrations of surfactant, hydrophobic interactions among the 
surfactant alkyl chains become dominant. In our case, when nanotubes 
are dispersed with SDS surfactant molecules standing up in a “tails on” 
configuration should be obtained. Therefore, when surfactant-dispersed 
carbon nanotubes are introduced in the electrophoretic system in which 
the concentration of surfactant is lower or zero, reorganization and lose 
of surfactant molecules can occur. However, such phenomenon was 
negligible because we observe a similar apparent electrophoretic 
mobility in absence or presence of SDS (5-20 mM) in the BGE when 
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nanotubes were dispersed in 17.3 mM SDS solution. In this way, it is 
important to remark what others authors observed that the 
solubilization of SWNT does not have to necessarily coincide with the 
formation of micelles. For example, it is possible to solubilize a 
significant amount of SWNT at concentrations of sodium 
dodecylbenzenesulphonate below the critical micelle concentration [12] 
result which point out the high stability of surfactant-coated carbon 
nanotubes structures. 
 
When the surfactant is adsorbed on the external surface of the 
nanotube, the formed surfactant-coated carbon nanotube structure take 
indeed the appearance of a cylindrical micelle with the nanotube inside, 
being the number of surfactant molecules adsorbed on the nanotube 
surface limited by the electrical charge repulsion between surfactant 
heads, and the steric impediment, among others factors. Therefore, the 
pH of the medium is a critical parameter because it can affect on the 
number of surfactant molecules adsorbed on carbon nanotube. At the 
same time, the pH of the BGE has a critical effect on resolution as it 
affects both, the electrophoretic mobility of the surfactant-coated carbon 
nanotube structures and the electroosmotic flow. In order to simplify the 
system, the pH of the target dispersed solution and BGE electrolyte 
were simultaneously changed. The influence of this variable was studied 
over the range 4-9, using 5mM ammonium acetate in 0.025% (w/v) 
HPMC as BGE. This study was performed by adjusting the pH of 
solutions with a 1M HCl or 0.1M NaOH solution. Resolution and 
sensitivity were found to be critically affected by this variable, being 
both optimums at pH 8.03. Lower values resulted in a poor separation 
and above pH 8.5, sensitivity of the peaks decreased. Therefore, the pHs 
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of the BGE and the solubilization medium were set at 8.03. Other 
buffers as salts, tris(hydroxymethyl)aminomethane and sodium borate 
were assayed at the above selected pH. The best results in terms of 
resolution, sensitivity and analysis time were obtained with ammonium 
acetate. Considering the high viscosity of the BGE solution due to the 
presence of HPMC, a low ionic strength, 5mM ammonium acetate, was 
chosen in the BGE in order to avoid problems with the dissipation of the 
heat generated into the capillary. To date the separation of carbon 
nanotubes by capillary electrophoresis has been performed as a 
surfactant-coated specie in a micellar medium. However, we propose for 
first time, the separation of the surfactant-coated specie in a background 
electrolyte containing a polymer as the separation present better 
analytical features and the surfactant-coated specie has been showed 
stable in a free surfactant medium.  
 
Changing the experimental conditions to disperse the carbon 
nanotubes, that is changes in surfactant concentration and ultrasonic 
irradiation time, it was found that different electrophoretic peaks were 
obtained. This was attributed to the presence of different nanotube-
aggregates in the prepared sample. In order to demonstrate the 
formation of aggregates, fractions were collected for further microscopic 
analysis using an Agilent H3D-CE/MS equipment. The spray needle of 
the ESI interface was connected to an earth and it was situated on a 
filter. During the collection, the filter was displaced at constant velocity 
with help of a peristaltic pump as is indicated in Fig. 1. To assure 
electrical contact, the filter was dipped with the electrophoretic buffer 
(Fig. 1). By using this configuration, the migration time can be directly 
related with the distance in which fraction was collected. Fig. 2 shows 
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some examples. As can be seen as a large number of aggregates can be 














Fig. 2. Characteristic images obtained by electronic microscopy of 
electrophoretic fractions. A) and B) aggregates of MWNT and C) fraction 
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Prior to microscopic analysis the filter containing the fractions must 
be dried. Therefore, the formation of aggregates during the drying step 
must be avoided. To assure that these aggregates were not formed 
during this step, a dispersed sample prepared in the electrophoretic 
buffer was processed under the same conditions. The comparison of the 
images obtained in both conditions point out that aggregates were not 
produced during the drying process. To have more results supporting 
this idea, the CE equipment was programmed in the fraction collection 
mode, and fractions were collected in a vial containing a large aqueous 
volume in relation to that of the fraction. For analysis the high diluted 
fractions were located on the glass slide and dried. The high dilution 
ration should hinder the aggregate formation. The results obtained 
showed that the ration free carbon nanotubes/aggregates were similar. 
Therefore, it can be concluded that this electrophoretic system can be 
used to determine the presence of aggregates in the dispersion medium. 
 
The applicability of the proposed electrophoretic method as a 
technique to purify or to evaluate the dispersion of nanotubes in aqueous 
systems was checked by determining the repeatability of migration 
times and peak areas. For this purpose, one dispersed sample, prepared 
as described above, was introduced into the electrophoretic capillary and 
analyzed working under the optimum instrumental conditions 
recommended above. Based on results, the electrophoretic system 
provided migration times and peaks areas reproducible with relative 
standard deviation (RSD) values ranging between 2.7-5.4% and 3.7-7.8% 
respectively. However, when the reproducibility was study by preparing 
11 times the dispersed solution from the same solid sample and 
analyzing each one by the proposed CE method, the RSD of peak areas 
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obtained ranged from 7% to 20%. Result which indicated the low 
reproducibility of the solubilization/dispersion procedure describe above. 
  
It is important to remark the high reproducibility of the system. It is 
clear that the number of peaks can be related with the presence of 
aggregates or different types of carbon nanotubes. Therefore, working 
under these conditions, a sample showing a lower number of peaks 
should be related with a sample of high purity. Alternatively, it has been 
demonstrated the possibility to collect fractions. In this work the 
fractions has been analyzed by electronic microscopy but in a similar 
way, fraction should be collected and analyzed by Raman spectroscopy. 
 
3.2. Nanotubes Dispersion 
 
Once the electrophoretic system was optimized, the variables 
influencing the nanotubes dispersion were studied. The objective of this 
section was to evaluate different conditions of carbon nanotubes 
dispersion and to find those conditions which provide a lower number of 
peaks in the electropherogram for the three types of carbon nanotubes 
tested as target analytes. These conditions were recommended and 
considered as the best conditions for nanotubes dispersion as the 
disappearance of a peak must be attributed to the disappearance of 
aggregates. To this end, in all the conditions studied the transformation 
of carbon nanotubes in amorphous carbon was discarded by electronic 
microscopy. It was considered that transformation of carbon nanotubes 
takes place when nanotubes partially hydrolyzed in the ultrasonic bath 
which modifies the superficial structure as it was observed in the 


















The first variable evaluated was the SDS concentration. For this 
study 1 mg of each nanotube was mixed with 4 mL of a SDS solution 
prepared at concentrations between 2.07 and 69.2 mM. Afterwards, the 
mixture was maintained in the ultrasonic bath for 15 min. As it was 
expected, the maximum concentration of dispersed nanotubes depended 
on the amount of surfactant available during the dispersion step. Within 
the interval 2.07-17.3 mM the amount of nanotubes dispersed increased 
as increasing the concentration of SDS. Contrary to the expected results, 
values higher than 17.3 mM of SDS dramatically decreased both the 
sensitivity of the electrophoretic peaks and the reproducibility of 
replicates. Probably at this high concentration of SDS, the interactions 
between surfactant molecules dominate over the interactions surfactant-
nanotube. This result correlates well with the instability and 
irreproducibility observed when the SDS was added to the BGE. By 
using a 17.3 mM SDS concentration, it was found that the volume which 
provided the higher “suspendability”, defined according to reference [12] 
Caracterización de NTs 
 - 132 -
as “the amount of SWNT that remained in suspension after several 
centrifugations for a fixed concentration of surfactant and 1 mg of 
nanotubes”, was 25 mL. 
 
In addition to surfactants, carbon nanotubes can also be dispersed 
with polymers. In general, when compared to surfactants, polymers 
usually have stronger surface adsorption because of the higher potential 
interaction sites. In this way, it is important to remark that some 
natural and synthetic biomacromolecules such as gum Arabic [18], 
amylase [19] and cyclodextrins [20] have been described in the literature 
as polymers with a certain capacity to disperse SWNT. However, when 
the SDS was replaced by HPMC, the amount of dispersed nanotube was 
lower compared with that obtained using 17.3 mM of SDS, because after 
centrifugation at 5000 rpm the amount of nanotubes present in the 
sediment was clearly higher even for a concentration of HPMC of 1% 
(w/v). As HPMC was not useful to quantitatively disperse nanotubes, the 
possible synergic effect of the simultaneous use of HPMC and SDS was 
checked. When a concentration of 0.01% (w/v) HPMC was added to the 
SDS solution for nanotubes solubilization, it was found that the polymer 
increases the stability and reproducibility of the system as well as 
dramatically decreases the number of aggregates, obtaining well defined 
peaks of nanotubes according their size and volume. As an example, Fig. 
4 shows the typical electropherogram obtained when MWNTs were 
dispersed using a solution without (Fig. 4A) or with (Fig. 4B) HPMC. As 
can be seen, in the first case, a high number of peaks appeared in the 
electropherogram, which are consequence of the presence of clusters or 
nanotubes-aggregates. However, when the HPMC was added to the 
medium, the peaks corresponding to the aggregates disappeared and two 
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characteristics peaks sharply increase in intensity. As it was mentioned 
under the experimental section, the MWNTs used in this work 
(according to the supplier information) were a mixture of MWNTs with 
diameters of 20-50 nm and length ranging from 5 to 20 µm. Therefore, 
the results obtained showed that two different sizes are the most 













Fig. 4. Electropherogram of MWNTs dispersed (A) with SDS and (B) with 
SDS and HPMC. Electrophoretic conditions: background electrolyte, 5 mM 
ammonium acetate containing 0.025% HPMC; voltage, +15 kV; injection, 0.5 
psi for 10s; detection, 240 nm. 
 
 
This fact was studied by microscopy. The microscopic analysis of 
solid nanotubes does not proved the presence of two main sizes (Fig. 5). 
In order to perform a more exhaustive study, the electrophoretic 
determination was performed in a collection fraction mode. The analysis 
of the fractions seems to indicate that a dispersed nanotubes and an 
aggregated formed with two to three nanotubes molecules are the main 
B 
Time / min 
A 
Time / min 
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species presents in the system. It is reasonable to think that nanotubes 
with slightly difference in size cannot be resolved. These results also 
pointed out that in order to obtain nanotubes individually dispersed and 
to avoid nanotubes aggregates due to Van der Waals interactions, it is 
crucial the presence of HPMC in the medium. As it was indicated before, 










Fig. 5. Image of a MWNT-aggregates obtained after electrophoretic fraction, 
by using the proposed method. The collected fractions includes the two 
characteristic peaks of MWNTs. 
 
 
This result demonstrates that HPMC interacts and remains 
adsorbed on nanotube surface. It is then reasonable to suppose that the 
HPMC interacts with individual nanotubes covering their surface by 
with an uniform monolayer which hinders interactions among 
nanotubes. Afterwards, HPMC-nanotubes aggregates will be dispersed 
by the SDS. In this way we observed that, to obtain a good dispersion 
and high reproducibility, it is critical to add the HPMC before the SDS. 
This result also indicates that the interactions with the nanotube 
surface are strong and once their occurred, it is difficult to break the 
boundary or to displace the equilibrium. Fig.6. shows the 
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electropherogram, obtained working under the optimum conditions, 















Fig. 6. Typical electropherogram obtained for a sample containing SWNT1 
(1.2-1.5 nm × 2-5 µm), SWNT2 (0.7-1.2 nm × 2-20µm) and MWNT (20-50 nm 
× 5-20 µm) analyzed by the proposed method. Peaks were: 1- MWNT; 2- 
MWNT; 3- SWNT2; 4- SWNT1 and 5- SWNT2. Electrophoretic conditions: 
background electrolyte, 5 mM ammonium acetate containing 0.025% HPMC; 
voltage, +15 kV; injection, 0.5 psi for 10s; detection, 240 nm. 
 
 
As can be seen, discrete, well defined peaks were obtained. In 
general, it was found that migration times increased when decreasing 
the size of the nanotube. The peak identification was made by analyzing 
at different concentrations pure dispersed carbon nanotubes and by 
analyzing mixtures of the MWNT and the two SWNT at different 
concentration ratio. Finally, to confirm the absence of aggregates, 
fractions were collected and analyzed by scanning electron microscopy 
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following the procedure described before. The absence of aggregates 
confirms that aggregates are not formed during the preparation step 
performed prior to the analysis of the fractions by microscopy. 
 
Once the chemical composition of the solubilization medium was 
fixed, the influence of the ultrasonication time was examined for 
individual carbon nanotube and for the mixture of the three. For this 
study, samples were prepared as previously described and 150 µL were 
taken from the mixture at fixed times and injected for electrophoretic 
evaluation. From this study, several conclusions can be drawn, namely: 
1) MWNTs were not affected by ultrasonication time in the range 5 to 30 
min; 2) SWNT1 with length between 1.2-1.5 nm were slightly influenced 
by this variable; and 3) it was critical for SWNT2 0.7-1.2 nm length. 
Since the SWNT2 were markedly affected by this variable, the optimum 
value for them, 20 min, was recommended for sample preparation. 
 
By using the optimized solubilization/dispersion procedure described 
above, the reproducibility of the method was again tested by dispersing 
and analyzing 11 times the same solid sample. In this case, the RSD of 
peak areas obtained ranging between 3.4-6.4%, result which point out 
the usefulness of the proposed dispersion procedure. 
 
3.3. Study of Interactions Analyte-Nanotube 
 
The results obtained before showed that the electropherogram 
obtained critically depends on the compounds adsorbed on the surface of 
the nanotube, as it was the case with the interaction of HPMC with 
nanotube. Based on this idea, we assayed the optimized procedure as a 
system to study interactions analyte-nanotube, using pentachlorophenol 
(PCP) as target compound. 
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For this purpose, 1 mg of each nanotube was mixed with 25 mL of a 
10-4 mol/L PCP aqueous solution. The mixture was left stand for 5 min at 
room temperature to allow adsorption to occur. The HPMC and SDS 
were then added to disperse the nanotubes for their analysis by CE. In 
presence of HPMC and SDS, the PCP can either be displaced from the 
nanotubes or remained adsorbed on their surface, being therefore 














Fig. 7. Electropherogram obtained when SWNT1, SWNT2, MWNT were put 
in contact with a solution of PCP before dispersion with HPMC and SDS. 
The peaks were: 1- MWNT, 2-PCP, 3- MWNT, 4-SWNT2 and 5- SWNT1. Size 
nanotubes were the same indicated in Fig.6. Electrophoretic conditions: 
background electrolyte, 5 mM ammonium acetate containing 0.025% HPMC; 
voltage, +15 kV; injection, 0.5 psi for 10s; detection, 240 nm. 
 
The results obtained (Fig. 7) demonstrated that the PCP remained 
adsorbed on the nanotube surface, as the typical spectrum of PCP was 
clearly identified in nanotube peaks. Fig. 8 shows the typical PCP’s 
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spectrum obtained for the peak 1 of electropherogram showed in Fig. 7, 












Fig. 8. Spectrum of  the PCP adsorbed on MWNT. This spectrum was 
obtained for the peak 1 of the electropherogram shown in Fig. 7. 
 
 
When this electropherogram is compared with that obtained in 
absence of PCP (Fig. 6), it can be seen that the peaks have notably 
increased in intensity which can be attributed to the high absortivity 
coefficient of PCP. It is worth noting that in the electropherogram, the 
peak corresponding to PCP is also observed, as under the working 
conditions, the concentration of PCP is in excess as regard the maximum 
amount that can be adsorbed. The comparison of the relative intensities 
obtained in each peak also pointed out the different selectivity of each 
nanotube for the adsorption of PCP. Indeed, the amount of PCP 
adsorbed on MWNT and SWNT1 is clearly higher than that adsorbed on 
SWNT2. This result was also confirmed by studding the interaction PCP-
nanotube individually, which agrees with the lower suspendability 
observed for SWNT2 (see the different intensity between SWNT1 and 
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SWNT2 in Fig. 6.). Differences in adsorption capacity between MWNT 
and SWNT could have been expected, but this high difference between 
two similar types of SWNT was not obvious a priori. Probably, the 
reason is the method followed for producing the nanotubes, because 
small chemical/physical modifications of the nanotube surface during the 
synthesis or purification can be critical on its electrical properties. In 
this way, it has been previously described that 1,2-dichlorobenzene 
weakly interacts with a perfect SWNT surface, but this interaction is 




The capability of simple diluted polymer solution as a powerful 
background electrolyte solution for electrophoretic separation of 
dispersed carbon nanotubes has been proven, being a good analytical 
tool to determine the presence of nanotube-aggregates. One of the main 
shortcomings of the methodologies available for nanotubes 
dispersion/solubilization in aqueous medium, the reproducibility of the 
measurement, has been successfully circumvented by the proposed 
analytical procedure. This new approach is quite sensitive, reproducible 
and robust and allows the simultaneous determination of different 
SWNTs and MWNTs according to their size and volume. The 
interactions involved with the compounds required for the nanotubes 
dispersion on the aqueous medium have been critically discussed and 
the results obtained from the research carried out are consistent with 
data available in the scarce literature existing on the topic. For first 
time, the use of a molecular probe, which is adsorbed on carbon 
nanotube surface, followed by surfactant-polymeric dispersion is 
proposed to easily detect small difference on the chemical/physical 
Caracterización de NTs 
 - 140 -
surface properties of the nanotubes, which are difficult and complicate to 
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Abstract 
The analytical potential of capillary electrophoresis to resolve soluble 
and functionalised carbon nanotubes such as carboxylated carbon 
nanotubes (c-CNTs) is discussed in this paper. The results obtained 
showed that electrophoretic parameters such as migration time, peak 
bandwidth and peak height can be correlated with the distribution in 
size of the c-CNTs. At differences to other electrophoretic methods, in 
this case, the peaks are not consequence of one analyte but a mixture or 
distribution of c-CNTs. The system was characterised to present a high 
robustness being the reproducibility of electrophoretic determinations 
lower than 5.9%. In addition, the electrophoretic system was also 
reliable to separate a mixture of two different distributions of c-CNTs. 
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1. Introduction 
 
Since the discovering of carbon nanotubes (CNTs) in 1991 [1], they 
have been move to the forefront of nanosciences and nanotechnology 
because of their unique electrical and mechanical properties [2]. 
However, due to their poor solubility in solvents, the applications using 
carbon nanotubes have been limited [3]. Approaches towards the 
solubilization of CNTs are then important in a wide range of fields. For 
this reason, many applications are focused on the use of modified or 
functionalized carbon nanotubes. To this end, carboxylated carbon 
nanotubes (c-CNTs) have been widely used as a reagent to synthesize a 
wide variety of other carbon nanotube derivates [4-6]. In addition, c-
CNTs have been also used for developing new materials. In this hence, it 
has been recently described that c-CNTs are capable to nucleate 
hydroxyapatite from simulated body fluids, which can be used as a 
biomaterial for the modification of implant materials [7]. 
 
However, the real potential of carbon nanotubes are still far, in fact, 
it lies in the future. Although there is no other material with high 
potential, CNTs offer many challenges which limit they development. 
The most important shortcomings are related with they purification and 
characterization, for example: purification from catalyst residues, carbon 
nanoparticles, even amorphous carbon, and the separation of CNTs 
according to length, diameter or even chirality [8]. All of these aspects 
results in the use in many occasions of impure carbon nanotubes. 
Analytical methods for CNTs separations are then of high interest for 
the development of nanosciences. 
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In spite of the potential of capillary electrophoresis, to date this 
technique has been scarcely used to separate and characterize CNTs. In 
fact, capillary zone electrophoretic separations of CNTs have been 
limited to they separation as a surfactant-coated species which are 
soluble in aqueous media and stable under the electrophoretic conditions 
[9-11]. The separation of surfactant-coated CNTs by gel electrophoresis 
has been also described in literature as a methodology for the 
purification of CNTs [12]. In addition to capillary electrophoresis, 
soluble CNTs have been also purified by gel permeation chromatography 
[13, 14]. In this work, we present capillary electrophoresis as a powerful 
analytical tool for the separation and characterization of c-CNTs.  
 




The CNT studied were single-walled carbon nanotubes (SWNTs), 
with diameters between 0.7-1.2 nm and lengths 2-20 µm, which were 
supplied by Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). The acids used to hydrolyse 
the CNTs were: sulphuric acid, nitric acid and chlorhidric acid (Panreac; 
Barcelona, Spain). 
 
Ammonium acetate (Sigma; St Louis, MO), sodium hydroxide and 
hydrochloric acid (Panreac; Barcelona, Spain) were used to prepare 




Separation and quantification of the analytes were performed on a 
Beckman Coulter (Palo Alto, CA, USA) P/ACE 5500 capillary 
electrophoresis system equipped with a diode array detector and a fused-
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silica capillary 75 µm i.d. and an effective length between inlet and 
detector of 30 cm (total length 37 cm). New capillaries were sequentially 
conditioned by flushing at 20 psi 1M HCl, Milli-Q water, 0.1M NaOH 
and Milli-Q water for 5 min each, and finally with running buffer for 10 
min. Between runs, the capillary was flushed at 20 psi with 0.1 M NaOH 
for 2 min and run buffer for 3 min. Separation was carried out by using 
a positive power supply of 15 kV.  The capillary was thermostated at 25 
ºC. Solutions were injected hydrodynamic at 0.5 psi for 10 s. 
Microscopic evaluation of carbon nanotubes was made with an 
Hitachi S-530 scanning electron microscopy coupled with X-ray 
microanalysis (Oxford Link Isis). For observation, carbon nanotubes or 
electrophoretic fractions were located on a microscope slide. For 
microscopic evaluation, between 5-10 µL of dispersed carbon nabotubes 
solutions were deposited on a glass piece and dried at room temperature. 
Afterwards, the sample was gold covered (300Å thickness) by sputtering 
and observed between 30 and 20000 magnifications. 
 
2.3 Carbon nanotube hydrolysis and electrophoretic analysis 
 
Carboxylate carbon nanotubes were prepared by adding in a glass 
beaker 100 mg of SWNTs to 20 ml of H2SO4:HNO3 mixture (3:1 v/v). The 
mixture was ultrasonicated (50W, 60 Hz) during 90 min. Afterwards, the 
mixture was highly diluted with water (2L) an filtered through 0.45 µm 
cellulose acetate filter. The obtained residue was then washed with 
water and treated in 25 ml of HCl 1M. In this case the mixture was 
sonicated only for 45 min. Finally, carboxylated carbon nantotubes were 
filtered, washed and dried to air.  
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For electrophoretic analysis, 1 mg of the obtained residue was mixed 
with 10 ml of electroforetic buffer. The obtained suspension was 
centrifuged for 5 min at 2500 rpm and the supernatant was analysed by 
capillary electrophoresis. Electrophoretic separation was achieved using 
50 mM ammonium acetate at pH 7.0 as the buffer. The detection 
wavelength was set at 210 nm. 
 
3. RESULTS AND DISCUSSION 
 
Capillary electrophoresis exhibits especial and unequalled 
capabilities to resolve a wide range of analytes. Small ions, proteins, 
macromolecules, cells, colloids and even virus and bacteria have been 
resolved by capillary electrophoresis. However, the real potential of 
capillary electrophoresis to resolve CNTs has been scarcely described in 
literature. In a previous work, we pointed out the capabilities of CE to 
separate surfactant-coated CNTs as CNTs are not soluble and need to be 
previously dispersed/solubilised. In this work, we study the capabilities 
of CE to separate soluble carboxylated carbon nanotubes. Concretely, we 
study the relationship between c-CNTs dimension and some 
electrophoretic parameters such as migration time, peak area and 
bandwidth. All of these aspects are discussed below. 
 
3.1 Chemical variables for electrophoretic separation 
 
Carboxylated carbon nanotubes are characterised to present 
carboxylic acid groups at the ends of the nanotube. In alkaline media 
present then a negative charge and can be separated by CZE. 
Electrophoretic conditions were studied and optimized using the c-CNTs 
obtained after the hydrolysis procedure described in the experimental 
section. Optimization of the separation buffer was carried out using a 
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step-by-step approach due to the few factors involved (i.e., pH and ionic 
strength). 
 
The first variable studied was the pH of the buffer which was studied 
using a 30 mM ammonium acetate solution in the range 4.5-9.5 in order 
to ensure the ionization of carboxylic groups and c-CNT solubilization. 
In this range, it was always obtained electrophretic peaks with a high 
broad peak which was attributed to a continuous distribution of c-CNTs 
with different lengths and size. As can be seen in Fig. 1, in the pH range 
from 5.5 to 9.5 it was observed that the peak bandwidth increase when 
decreasing the buffer pH. This can be explained by the increasing of the 
electroosmotic flow. Contrarily, at pH lower than 5.5, bandwidth 
decrease when decreasing pH. In this case, such decreasing is probably 
consequence of the ionization of carboxylic groups. When carboxylic 
groups are protonated, the neutral form, all the c-CNTs will migrate 
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It must be taken into account that electrophoretic migration of c-
CNTs depend on of their charge/mass ratio but also it could depend on 
their orientation into the capillary. CNTs have a considerable size; 
therefore, in presence of the electrical field, CNTs can be orientated. 
Depending on this orientation, Stoke force’s can be different resulting in 
different migration times. This aspect makes difficult to extract 
conclusive results, but the peak bandwidth-pH response obtained 
induces to think that such kind of studies could proportionate relevant 
information on pKa values, fundamentally, when the orientation effect is 
despicable. pKa values of c-CNTs are not described in literature, 
however, it should present values between free carboxylic acid (~ 4.5) 
and a carboxylic acid conjugated to an aromatic system (~ 2.5).  
 
The repeatability of both peak migration time and peak bandwidth 
were practically constant and lower than 4.3 % (5 replicates) in the pH 
range from 5.5 to 9.5. At lower pH, repeatability was slightly worse, 
5.8% and 6.7% at pH 5.0 and 4.5 respectively, this higher value probably 
it is due to the equilibrium between the partial charged and neutral 
species. Based on the results, the pH recommended was 7.0 as a 
compromise between appropriate bandwidth and repeatability. 
 
The next variable studied was the buffer concentration which was 
studied in the range from 10 to 100 mM. The peak bandwidth was found 
to decrease slightly when increasing the ionic strength of the 
background electrolyte. Finally, a concentration of 50 mM was selected 
as the optimum as a compromise between repeatability and buffer 
capacity.  Fig. 2 shows a typical peak obtained working under the 
recommended conditions. 
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Figure 2. Typical electropherogram of c-CNTs. The background electrolyte 
was: 50 mM ammonium acetate at pH 7.0. Electrophoretic conditions were: 
voltage, 15 kV; capillary temperature, 25ºC, wavelength; 210 nm. 
 
 
3.2 Study of CNTs hydrolysis and oxidation 
 
In order to study the analytical potential of CE, the effect of 
hydrolysis condition on c-CNT synthesis was studied as a model. The 
synthesis of c-CNTs from CNTs can be divided in two steps. First the 
oxidation in a HNO3:H2SO4 medium and second the hydrolysis in HCl 
medium. As is indicated in the experimental section, both processes 
were assisted with ultrasonic radiation. 
 
Figure 3 shows the effect of the hydrolysis time during the treatment 
with HNO3:H2SO4 mixture. As can be seen, during the first 30-45 min 
the analytical signal expressed as peak area increase this can be 
attributed to a higher CNTs hydrolysis. As it was expected, the peak 
height decrease and the peak bandwidth increase with time (Fig. 4). 
Probably, this result is due to the presence of c-CNTs with different 
lengths. The higher percentage of hydrolysed CNTs as well as they 
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distribution was verified by electronic microscopy. Although the 
photographies obtained with electronic microscopy point out a higher 
distribution of lengths it was impossible to determine the exact 
distribution of length by counting as the high carbon nanotube content 
results in a high number of aggregates formatted during the drying 
process of the sample which is necessary before the examination of 
sample by electronic microscopy. However, it is clear that there is a 
practically linear relationship between reaction time and peak 















Figure 3. Electropherograms obtained after different hydrolysis time with 
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Figure 4. Evolution of peak bandwidth and peak height with the reaction 
time or hydrolysis in HNO2:H2SO4 mixture. 
 
Figure 5 shows also the evolution of peak bandwidth and peak height 
but with the reaction time with HCl. Compared with the treatment with 
nitric and sulphuric acid, it is clear that this step is only for cleaning the 
c-CNT and activating the carboxylic groups, as there is not statistical 
difference between peak bandwidth and peak height in the range from 












Figure 5. Evolution of peak bandwidth and peak height with the reaction 
time with HCl. 
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Finally, as can be seen in Fig. 3, the migration time increased when 
increasing the hydrolysis. To this end, it must be considerate that a high 
hydrolysis results in shorter c-CNT which present higher electrophoretic 
mobility. As the electropherograms were obtained running in normal 
polarity, this results in a lower apparent mobility and longer migration 
times. The comparison of electropherograms obtained after 15 min and 
90 min of hydrolysis in nitric/sulphuric acid medium shows an important 
difference in migration time. Therefore, such kind of distributions of c-
CNTs should be separated. Figure 6 shows the electropherogram 
obtained when a mixed sample was prepared. It is important to remark 
that all samples were prepared to the same final concentration. As can 
be seen a good electrophoretic resolution was obtained. In addition, the 
electrophoretic system presents a high precision as the repeatability of 
six consecutives measurements ranged from 2.8 to 4.3% and the 










Figure 6. Electropherogram corresponding of the analysis of a mixture of c-
CNTs obtained after 15 and 90 min of hydrolysis in nitric/sulphuric acid 
medium. Electropherogram was obtained working in the experimental 
conditions recommended in experimental section. 
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CONCLUSIONS 
 
For first time, this work demonstrates the high potential of capillary 
electrophoresis to analyse functionalised and soluble CNTs. The results 
obtained point out that electrophoretic parameters such as migration 
time, peak bandwidth, peak height and even peak shape can be related 
with c-CNTs distribution. In this work we have problems to determine 
real distribution of c-CNT mixtures by electronic microscopy due to the 
formation of aggregates; however it was possible to correlate the 
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Desde el trabajo desarrollado por Jorgenson y Lukacs, la 
electroforesis capilar ha alcanzado una gran popularidad. Por lo general, 
las separaciones por electroforesis capilar están basadas en “las 
diferencias en la movilidad electroforética de las especies a separar en 
los medios electroforéticos dentro de estos pequeños capilares” cuando 
son sometidas a la acción de un campo eléctrico. 
  
En los últimos años el potencial de la electroforesis capilar se ha 
ampliado mediante la aparición de nuevas modalidades electroforéticas, 
por ejemplo, la inclusión de fases pseudoestacionarias en el buffer 
electroforético. En este sentido cabe destacar la cromatografía 
electrocinética micelar (MEKC) que usa micelas como medio 
electroforético y la cromatografía electrocinética microemulsionada 
(MEEKC) que en lugar de micelas emplea microemulsiones como fase 
pseudoestacionaria. 
 
Una forma efectiva de manipular la selectividad en electroforesis 
capilar es el uso de aditivos en el buffer electroforético. Entre estos 
aditivos destacan los modificadores orgánicos que cambian las 
características físico-químicas del buffer como por ejemplo su polaridad y 
viscosidad y por tanto alteran la movilidad electroforética de los analitos 
en el medio electroforético, aumentando el tiempo de migración entre 
unos solutos y otros. Cuando estos modificadores o disolventes se añaden 
en el buffer en la modalidad MEKC, sus concentraciones no pueden ser 
muy elevadas porque pueden producir la rotura de la estructura micelar. 
En general, el contenido máximo de estos disolventes en presencia de 
micelas es aproximadamente del 20%. 
 
En caso de requerirse una mayor selectividad, pueden añadirse 
sustancias capaces de interaccionar y alterar la movilidad electroforética. 
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Un ejemplo ampliamente utilizado en CE son las ciclodextrinas, las 
cuales mejoran la selectividad gracias a su capacidad para interaccionar 
e incluir en su interior selectivamente una gran variedad de moléculas 
orgánicas e inorgánicas. Dadas sus características quirales, el empleo de 
ciclodextrinas es especialmente efectivo para la separación de isómeros y 
enantiómeros [1]. 
 
Como alternativa, en esta Memoria se propone el empleo de NTs 
como fase pseudoestacionaria, debido a que poseen una elevada 
superficie específica y gran capacidad para adsorber compuestos 
orgánicos.  
 
Concretamente, en este Capítulo se han utilizado nanotubos de 
carbono recubiertos con tensioactivo como fase pseudoestacionaria del 
buffer electroforético. La eficacia de esta fase pseudoestacionaria será 
discutida desde dos puntos de vista diferentes: i) como componente del 
buffer para aumentar la resolución y ii) como una herramienta para 
efectuar inyecciones secuenciales a fin de mejorar la sensibilidad y 




[1] Valcárcel M., Ríos A., Marina M.L., Comprehensive Analytical 
Chemistry, volume XLV: “Análisis and detection by Capillary 
Electrophoresis” (2005), D. Barceló, Elservier (Amsterdam). 
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The analytical potential of the use of surfactant-coated single-walled 
carbon nanotubes (SWNTs) as pseudostationary phase in capillary 
electrophoresis is described. This pseudostationary phase has been 
showed an efficient alternative to increase electrophoretic resolution of 
compounds capable to interact with the nanotube surface such as 
aromatic compounds. In general, resolution increases when increasing 
nanotube concentration in the buffer but the maximum amount of 
SWNT that can be added to background electrolyte it was found limited 
by compatibility with the detection. As an alternative, a sequential 
injection consisting in the introduction in the capillary of a plug of 
concentrated surfactant-coated SWNT before the sample have been 
showed a reliable procedure to increase resolution and sensitivity by 
sweeping phenomena. Finally, the future potential of surfactant-coated 
SWNT to perform chiral separations is also discussed. 
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1 Introduction 
 
In 1937, Tiselius, established the principles of electrophoretic 
separation. However, it was in 1981 when modern capillary 
electrophoresis (CE) acquired its present popularity thanks to the 
landmark work by Jorge Jorgenson and Lukacs [1]. During last years, 
modern CE has experienced a high evolution and a large number of 
separation modalities have been developed, including the addition of a 
pseudostationary phase in the electrophoretic buffer. A clear example is 
the micellar electrokinetic chromatography (MEKC) which was 
developed in 1984 by Terabe et al. and consists of the use of surfactant 
micelles as a pseudostationary phase [2]. Nowadays, MEKC is widely 
accepted as a separation mode in CE because it is particularly useful for 
separating small neutral molecules [3]. In 1991, Watari proposed the use 
of surfactant-coated oil droplets in microemulsion as a pseudostationary 
phase to perform the so-called microemulsion electrokinetic 
chromatography (MEEKC) [4]. When a pseudostationary phase is added 
to the background electrolyte solution (BGE) two main effects determine 
the separation, namely: i) the difference of the partition coefficients of 
analytes between pseudostationary and aqueous phases; and ii) the 
difference of migration velocities of analytes under electric fields. The 
nature of the pseudostationary phase is then a critical parameter on the 
separation result. In addition to micelles and microemulsions, 
nanoparticles have also been proposed as pseudostationary phase. In 
2001, it was described the use of gold nanoparticles stabilized with 
citrate or mercaptopropionate ions to improve the precision and to 
increase the separation efficiency of aromatic amines [5]. Recently, Luo 
et al. have proposed the use of carboxylic single-walled carbon nanotubes 
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(c-SWNT) as a pseudostationary phase for the separation of homologues 
of caffeine and theobromine as well as structural isomers of cathecol and 
hydroquinone [6]. 
 
To this end, carbon nanotubes (CNTs) seem to be a good alternative 
to be used as a pseudostationary phase as they possess both high surface 
area and capacity to adsorb organic compounds. The adsorption capacity 
of CNTs is pointed out as they have been used as sorbent material for 
organometallic compounds [7,8] and organic compounds such as dioxins 
[9], 1,2-dichlorobenzene [10] and endocrine disruptors [11] (4-n-
nonylphenol, bisphenol  and 4-tert-octylphenol) in solid-phase extraction. 
 
The main drawback of the use of CNTs as pseudostationary phase is 
their insolubility in water. For this reason Luo et al. proposed the use of 
functionalized CNTs, obtained through an oxidation step based on acid 
attack in concentrated sulphuric-nitric acid mixtures [6]. However, these 
aggressive treatments introduce a significant number of undesirable 
defects on the surface and reduce the length of the nanotube. 
Alternatively, CNTs can be solubilized in aqueous phase by simple 
dispersion with surfactant. In this case, the structure and sorption 
capabilities of the CNT remain unaltered. A similar strategy was used 
by Treubig and Brown whose used fullerene (C60), a carbon nanotube-
related structure, dispersed with SDS as additive component in the BGE 
solution to enhance resolution in the separation of PAHs [12].  
 
The aim of this paper is to study the analytical potential of 
surfactant-coated single-walled carbon nanotubes as a pseudostationary 
phase in Micellar Nanoparticle Dispersed Electrokinetic 
Chromatography (MiNDEKC). The presence of SWNT should increase 
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electrophoretic resolution due to π-π interactions between the carbon 
nanotube side-wall and the aromatic ring of the analyte. 
 




Separation and quantification of the analytes were performed on a 
Beckman Coulter (Palo Alto, CA, USA) P/ACE 5500 capillary 
electrophoresis system equipped with a diode array detector and a fused-
silica capillary 75 µm i.d. with an effective length between inlet and 




Single-walled carbon nanotubes (SWNT) with diameters between 
0.7-1.2 nm and lengths 2-20 µm, sodium tetraborate, sodium dodecyl 
sulfate (SDS), ethanol, 2-butanol, β-cyclodextrine and sodium 
hydrogenphosphate were used to prepare the background electrophoretic 
solution (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain). Target analytes to study the 
effect of SWNTs on electrophoretic separation were; chlorophenols [viz; 
2,6-dichlorophenol (2,6-DCP), 2,3-dichlorophenol (2,3-DCP), 2,5-
dichlorophenol (2,5-DCP), 3,4-dichlorophenol (3,4-DCP), 3,5-
dichlorophenol (3,5-DCP), 2,4,5-trichlorophenol (2,4,5-TCP), 2,3,6- 
trichlorophenol (2,3,6-TCP), 2,3,5-trichlorophenol (2,3,5-TCP) and 
pentachlorophenol (PCP) (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain)], non-steroidal 
anti-inflammatory drugs [viz; tolmetin, indomethacin, acetylsalicylic 
acid, fenbufen, ibuprofen, ketoprofen (Sigma, St. Louis, MO, USA)], and 
penicillins [viz; penicillin-G sodium salt, ampicillin, oxacillin, penicillin 
V, amoxicillin and cloxacillin (Sigma, St. Louis, MO, USA)]. Stock 
standard solutions of chlorophenols were prepared at a concentration of 
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1 mg/mL in (2:8, v/v) ethanol-Milli-Q water, nonsteroidal anti-
inflammatory drugs (1 mg/mL) were prepared in methanol and 
penicillins (1 mg/mL) in Milli-Q water. 0.1M NaOH and 1M HCl 
solutions were used to adjust the pH of electrophoretic solutions. 
Norephedrine isomers (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) prepared in 
aqueous solution (1 mg/mL) were used to study the separation of isomers. 
 
2.3 Electrophoretic conditions 
 
The running background electrolyte solution for chlorophenols 
separation was prepared by mixing 23 mL of a solution containing 15 
mM sodium tetraborate, 25 mM sodium hydrogenphosphate, 100 mM 
SDS and 6% (v/v) ethanol (adjusted at pH 7.95 with 1 M HCl) with 2 mL 
of surfactant-dispersed single-walled carbon nanotubes solution. The 
surfactant-dispersed single-walled carbon nanotubes solution was 
prepared by adding in a glass beaker 1 mg of SWNT to 25 mL of 17.5% 
(w/v) SDS aqueous solution containing 10% (v/v) of 2-butanol. The 
mixture was ultrasonicated (50W, 60 Hz) during 20 min for SWNT 
suspension. For nonsteroidal anti-inflammatory drugs, the background 
electrolyte buffer consisted of 23 mL of 20 mM Na2HPO4, 50 mM SDS 
and 20 mM β-cyclodextrine at pH 9.0 mixed with 2 mL of the same 
surfactant dispersed carbon nanotubes solution described before. 
Finally, the electrophoretic buffer for penicillins separation was obtained 
by mixing 23 mL of 40 mM sodium tetraborate, 10 mM SDS adjusted at 
pH 8.5 with 2 mL of the surfactant dispersed carbon nanotubes solution 
described before. 
 
Initially, the capillary was sequentially conditioned by flushing 1 M 
HCl, Milli-Q water, 0.1 M NaOH and Milli-Q water for 5 min, and finally 
with running buffer for 15 min. Between runs, the capillary was flushed 
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sequentially at 20 psi with Milli-Q water (2 min), 0.1 M NaOH (2 min), 
2-butanol/water (1:3, v/v) (2 min) and running buffer (5 min). Solutions 
were introduced into the capillary by applying 0.5 psi for 10s. To achieve 
electrophoretic separation the capillary was maintained at 20ºC and 15, 
10 and 20 kV were respectively applied to separate chlorophenols, 
penicillins and nonsteroidal anti-inflammatory drugs. The detection 
wavelength was set at 210 nm for all the analytes. 
 
3 Results and discussion 
 
Compared with classical MEKC, the use of surfactant-coated single-
walled carbon nanotubes as a pseudostationary phase offers the 
adsorption of the analyte on the carbon nanotube surface as an 
additional type of interaction (see Figure 1). This interaction can be used 
to introduce additional electrophoretic resolution. The efficiency and use 
of surfactant-coated SWNT as pseudostationary phase has been tested 
from three points of view: i) as component of BGE to increase resolution; 
ii) as tool in sequential injection for improving sensitivity and resolution 
and iii) as a strategy for isomeric separation. For those purposes, 
chlorophenols, nonsteroidal anti-inflammatory drugs, penicillins and 








Figure 1. Types of interactions between analytes and surfactant-coated 
single-walled carbon nanotubes. 
 
SOLUTE 1 SOLUTE 2 SOLUTE 3
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3.1 Use of surfactant-coated SWNT as pseudostationary phase 
 
The dispersion of SWNTs in individual molecules is a critical point in 
the use of surfactant-coated SWNTs as a pseudostationary phase, as 
SWNTs have a high tendency to form aggregates through strong Van der 
Waals interactions. The presence of SWNT-aggregates can result in an 
inestable baseline, irreproducible migration times and clogging of the 
capillary. To this end, in a previous work, we study the dispersion of 
CNTs (SWNT and MWNT) with surfactant (SDS) using ultrasonic 
irradiation [13]. It is well known that long times or vigorous sonication 
can result in damage of the SWNT or even the conversion of the SWNT 
into amorphous carbon [14]. On the contrary, short sonication times can 
result in the formation of nanotubes aggregates. The experimental 
conditions, used in this work to disperse SWNT were those 
recommended in our previous article [13]. In all cases, the absence of 
aggregates and/or amorphous carbon were verified by capillary 
electrophoresis and scanning electronic microscopy. 
 
In addition to chemical stability, the components of the background 
electrolyte solution also must be stable when subjected to high electrical 
field. That is, electrolysis must be produced in low extension and 
components must remain soluble to avoid clogging of the capillary. In 
this sense, the reorganization of the ions in the solution, including the 
surfactant coating, when the electrical field is applied, can result in 
insoluble-free SWNT producing SWNT-agglomerates and the clogging of 
the capillary. However, the high efficiency of SDS to disperse the SWNT 
and to avoid the formation of insoluble nanotubes aggregates inside the 
capillary was experimentally confirmed for all the SWNT concentrations 
tested, even for the highest (8mg/L). 
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Other important aspect to be taken into account is the compatibility 
with the detection system as surfactant coated-carbon nanotubes (SC-
CNTs), due to their size, can increase the baseline noise owing to 
scattering process. 
 
To study the effect of SC-CNTs concentration on the baseline 
stability, the electrophoretic capillary was filled with 100 mM SDS, 15 
mM tetraborate, 25 mM NaH2PO4 at pH 8.0. Afterwards, a vial 
containing the same BGE but modified with SC-CNTs was located in the 
inlet region of the capillary and a vial containing the BGE in the outlet 
region. Under these conditions when a voltage is applied due to the 
action of the electroosmotic flow, the capillary is filled with the buffer 
containing the SC-CNTs. Therefore, the simple monitoring of the system 
permits the baseline corresponding to the BGE in absence and in 
presence of the nanotubes to be recorded in the same electropherogram. 
As can be seen in Figure 2, the baseline noise increased when increasing 
the nanotube concentration. However, working with nanotube 
concentrations lower than 3.5 mg/L the increment was negligible. A 
concentration of 3.2 mg/L SWNT was then recommended for further 
analysis. The stability of the electrical current during the separation and 
the reproducibility of the migration time for 2 chlorophenols were also 
studied. The presence of carbon nanotubes does not alter the 
electrophoretic system as the variations of such parameters were similar 
than those obtained in absence of nanotubes. 
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Figure 2. Effect of surfactant-coated single-walled carbon nanotube 
concentration on baseline stability. (A) Without surfactant; (B) 3.5 mg/L 
SWNT; (C) 5 mg/L SWNT and (D) 7 mg/L SWNT. 
 
Once demonstrated the stability and robustness of the 
electrophoretic system, the capability of this new pseudostationary 
phase to increase resolution was tested using three groups of target 
analytes: chlorophenols, nonsteroidal anti-inflammatory drugs and 
penicillins. All are characterized to present an aromatic system which is 
capable to interact with the nanotube surface. In addition, it is well 
known that they need the presence of a pseudostationary phase (such as 
micelles) to be resolved by CE [15-17]. 
 
To study the effect of surfactant-coated carbon nanotubes, an 
electrophoretic solution containing an SDS concentration from 50 to 150 
mM was prepared with and without nanotube at 3.2 mg/L concentration 
level and was tested for the separation of chlorophenols. In all cases, 






NTs como fase pseudoestacionaria 











Figure 3. Electropherograms of chlorophenols obtained in absence and 
presence or surfactant-coated single-walled carbon nanotube (3.2 mg/L). The 
background electrolyte was: 25 mM sodium hydrogenphosphate, 15 mM 
sodium tetraborate, 100 mM SDS and 6% ethanol at pH 7.95. Other 
operating conditions: capillary 30 cm × 75 µm, ID, 15kV, 20ºC. The peaks 
were: (1) 2,6-dichlorophenol ; (2) 3,5-dichlorophenol; (3) 2,3-dichlorophenol; 
(4) 2,5-dichlorophenol, (5) 3,4-dichlorophenol; (6) 2,3,5-trichlorophenol; (7) 
2,4,5-trichlorophenol; (8) 2,3,6-trichlorophenol and (9) pentachlorophenol. 
 
 
As an example, Figure 3 compares typical electropherograms 
obtained for a concentration of SDS of 100 mM. As can be seen, for these 
electrophoretic conditions, the presence of SC-CNTs in the medium 
improves the electrophoretic separation. Notwithstanding this, peak 
widths were higher in presence of the nanotubes (see Figure 4A) as the 
likely result of the strong interaction of the analytes with the SWNT. In 
order to diminish this effect, ethanol was added to the BGE. The 
addition of ethanol should increase solubilization of the chlorophenols in 
the liquid phase and, at the same time, owing to changes in the 
dielectric constant of the solvent, decrease the interaction of the analyte 
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favourable influence on the peak shape (Figure 4B), which pointed out 
that the simple addition of an organic solvent to the medium can be used 
to control the interaction between analytes and the pseudostationary 
phase as it occurs in solvent modified micellar electrokinetic 
chromatography. As it is well known, microemulsions are more 
permeable to analytes than micelles. This higher permeability can be 
partially attributed to the presence of a cosurfactant into the 
microemulsion. Based on the same principle, we also study the effect of 
the addition of an alcohol such as butanol, during the formation of the 
surfactant-coated SWNT structures. As a result, the carbon nanotube 
will be coated by surfactant molecules and also alcohol molecules, which 
will increase the permeability as the cosurfactant in the microemulsions. 
Obviously, a higher permeability will result in a more dynamic 
equilibrium and therefore in narrower peaks. Figure 4C shows the effect 
of the addition of butanol on the peak shape and Figure 4D shows the 
simultaneous effect of butanol and ethanol. A clear synergic effect 
resulting in well defined peaks was observed. 
 
The pH of the medium is another critical parameter as chlorophenols 
have an acidic group. The influence of the buffer pH was studied over 
the range 7.5-9.5, using 15 mM sodium tetraborate, 25 mM sodium 
hydrogenphosphate, 100 mM SDS and 6% (v/v) ethanol without or with 
3.2 mg/L of nanotubes. Resolution and sensitivity were found to be 
critically affected by this variable, being both optimum at pH 7.95. 
Higher values resulted in a poor peaks separation. It was also found that 
resolution was also markedly affected by the sample pH. This was 
examined over the range 6.5-9.1. Small changes in sample pH were 
found to affect the migration behavior of chlorophenols. When the 
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samples were prepared at pH higher than 7.5, some peaks overlapped 
and above pH 7.1, the resolution of the peaks decreased. Therefore, pH 
7.1 was recommended. 
 
 
Figure 4. Dependence of the peak shape of 2,3,6-trichlorophenol on the 
concentration of ethanol in the background electrolyte and butanol in the 
dispersion medium of the nanotubes. (A) 0% ethanol + 0% butanol; (B) 6% 
ethanol + 0% butanol; (C) 0% ethanol + 0.8% butanol and (D) 6% ethanol + 




There is no doubt that exits more than one electrophoretic conditions 
which allows the separation of a specific group of analytes. Before, we 
demonstrated that surfactant-coated carbon nanotubes are an 
alternative to be considered to enhance resolution. In order to study the 
potential of this strategy, the system was also tested to separate other 
two families of compounds: penicillins and nonsteroidal anti-
inflammatory drugs. As can be seen in Figure 5 the presence of micelles 
allows the electrophoretic separation of penicillins as it was described in 
literature (see ref. [16] and Figure 5A). In the same conditions but 
adding surfactant coated-carbon nanotubes (Figure 5B) to the 
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background electrolyte, the resolution was improved specially for the 











Figure 5. Electropherograms of penicillins obtained in absence and presence 
or surfactant-coated single-walled carbon nanotube (3.2 mg/L). The 
background electrolyte was: 40 mM sodium tetraborate, 10 mM SDS 
adjusted at pH 8.5. Other operating conditions: capillary 30 cm × 75 µm, ID, 
10kV, 20ºC. The peaks were: (1) amoxicillin; (2) ampicillin; (3) penicillin G; 
(4) oxacillin; (5) penicillin V; (6) cloxacillin. 
 
 
Another example is presented in Figure 6 which corresponds to the 
separation of six non-steroidal anti-inflammatory drugs. In this case, the 
presence of surfactant-coated carbon nanotubes also produced an 
enhancement of the electrophoretic resolution. From the three examples 
reported before it follows that, in general, the presence of surfactant-
coated carbon nanotubes in the background electrolyte enhance 
resolution but also produce a slightly increase in the analysis time. As it 
is the case with MEEKC, MiNDEKC presents a separation window 
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Figure 6. Electropherograms of nonsteroidal anti-inflammatory drugs 
obtained in absence and presence or surfactant-coated single-walled carbon 
nanotube (3.2 mg/L). The background electrolyte was: 20 mM Na2HPO4, 50 
mM SDS and 20 mM β-cyclodextrine at pH 9.0. Other operating conditions: 
capillary 30 cm × 75 µm, ID, 20kV, 20ºC. The peaks were: (1) ibuprofen; (2) 




3.2 Effect of sequential injection 
 
As it was explained before, concentrations of SWNT higher than 3.2 
mg/L were discarded because results in a high scattering in the UV/Vis 
detector which results in the instability of the baseline. Considering that 
electrophoretic parameters affecting separation are clearly improved 
when nanotube concentration increases, we study the possibility of 
making a sequential injection. This strategy consists of the introduction 
into the capillary of a plug of concentrated dispersed SWNT before the 
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analysis starts by applying the high electrical field, the analytes pass 
through this plug interacting with the SC-CNTs. According to the 
suspendiability of the SWNT, the maximum concentration of SC-CNTs 
that can be prepared was 10 mg/L. At the same time that increases 
resolution, the plug containing a high concentration of surfactant-coated 
SWNT permits the preconcentration of analytes to be carried out by the 
sweeping process. Therefore, it is possible to increase the amount of 
sample introduced into the capillary obtaining narrow and well resolved 
peaks by changing the length of the plug of concentrated dispersed 
SWNT and the electrophoretic conditions in order to facilitate the 
interaction between analyte-SC-CNTs. A systematic study of such 
phenomena using chlorophenols as a target analytes showed that by 
using a sequential injection and a solution containing 6.4 mg/L of 
concentrated surfactant-coated SWNT it is possible to increase the 
sample volume introduced into the capillary 6 times (see Figure 7A). By 
using this strategy it was also possible to enhance resolution. As can be 
seen in Figure 7, in spite to have SC-CNTs in the medium the peaks of 
PCP and 2,5-DCP collapsed when working at higher pH and without 
organic solvent in the BGE. Working in the same electrophoretic 
conditions but performing the sequential injection it was possible to 
resolve both peaks (see Figure 7B). Therefore, alternatively to the use of 
SC-CNTs in the BGE, sequential injection can be use to enhance 
resolution. Fundamentally, in those situations that require a high 
concentration of carbon nanotube for separation as it allows a higher 
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Figure 7. Effect of sequential injection on (A) electrophoretic resolution and 
(B) sensitivity. (A1) without sequential injection; (A2) with sequential 
injection of concentrated surfactant-coated single-walled carbon nanotube 
(SC-SWNT) (10 mg/L, 0.5 psi for 10s) and sample (0.5 psi for 10s); (B1) 
without sequential injection; (B2) with sequential injection of concentrated 
SC-SWNT (10 mg/L, 0.5 psi for 10s) and sample (0.5 psi for 10s); (B3) with 
sequential injection of concentrated SC-SWNT (10 mg/L, 0.5 psi for 10s) and 
sample (0.5 psi for 30s). Other operating conditions as in Fig. 3. 
 
 
3.3 Chiral resolution 
 
From the geometrical point of view, depending on how the two-
dimensional graphene sheets is oriented in the tridimensional carbon 
nanotube structure, three types of nanotubes are possible, called 
armchair, zigzag and chiral nanotubes. According to the specifications of 
distributor, the SWNT used in this work were armchair. These 
nanotubes must be then achiral. In a theoretical work, it was 
demonstrated that chiral nanotubes can not be used to separate chiral 
isomers as the difference between Gibbs energy are not enough to 
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in this work the authors suppose that the analytes are situated inside 
the nanotube. However, to the best of our knowledge, studies about 
chiral interactions with nanotube surface have not been described before. 
In this work, we study the chiral separation of epinephrine and 
norhephrine. In the case of epinephrine no difference between the 
isomers was observed whereas for of norhephrine, the isomers peaks 
have some tendency to be separated when increasing nanotube 
concentration (Figure 8). In principle, such type of separation is not 
possible without chirality in the buffer and according to the distributor 
specification, our nanotubes are achiral. Obviously, this result must be 
attributed to some chirality of the nanotubes which can be the result of 
the synthesis or even some changes in nanotube chirality during the 
irradiation with ultrasounds due to the presence of catalyst residues 
from their synthesis. To this end, this effect has been reported in the 
literature [19]. Anyway, this result, now under study, opens up new 










Figure 8. Effect of surfactant-coated single-walled carbon nanotube (SC-
SWNT) on the isomeric separation of norephedrine. (A) without SC-SWNT; 
(B) with 1.5 mg/L SC-SWNT in the buffer and (C) with 3.2 mg/L of SC-
SWNT in the buffer. 
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As was indicated before, the separation on non-steroidal anti-
inflammatory drugs is performed in presence of micelles and β-
cyclodextrine [17]. It was confirmed that the presence of β-cyclodextrine 
is critical to achieve the electrophoretic separation of all the analytes. 
Result which demonstrates the need in the separation processes of an 
additional interaction to that with micelles. In this way, chiral 
compounds such as β-cyclodextrine have not only be used to separate 
isomers, but to increase resolution in the separation of non-isomeric 
mixtures of chiral compounds. As alternative, based on the chiral 
interaction observed for norhephrine we study the separation of 
nonsteroidal anti-inflammatory drugs using SC-CNTs. Using the same 
conditions described in section 3.1 but omitting cyclodextrine. Figure 9 
shows the electropherogram obtained. As can be seen higher 








Figure 9. Electropherogram of nonsteroidal anti-inflammatory drugs 
obtained in presence of SC-CNTs and absence of β-cyclodextrine in the BGE. 
Other electrophoretic conditions were the same than Fig. 6. The peaks were: 
(1) ibuprofen; (2) fenbufen; (3) tolmetin; (4) ketoprofen; (5) acetylsalicylic 
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4 Consequences for practical work 
The present work has demonstrated that in some cases the presence 
of surfactant coated carbon nanotubes has an important effect on the 
separation resolution and selectivity. Thus, in cases where selectivity is 
not enough and the application of micelles as a pseudostationary is not 
enough to obtain the required level of resolution, the application of 
surfactant coated carbon nanotubes can be an alternative fundamentally 
for the separation of aromatic compounds. As it is indicated in Figure 10, 
MiNDEKC is an alternative to MEEKC. However, before its use the 
possibility to use organic modified-MEKC should be revised and 
discarded as it was explained before the addition of surfactant-coated 
carbon nanotubes have some negative influence on sensitivity. When 
resolution of peaks can be improved with the addition of surfactant-
coated carbon nanotubes, the effect of organic solvents must be also 
checked, as it can result in a positive influence on peak shape and 
reduction of analysis time. Compared with MEEKC, it can affirm that 
MiNDEKC are most robust as surfactant-coated carbon nanotubes are 
more stable and reproducible than microemulsions, which change with 
time and experiment electrolysis phenomena. Finally, if the use of 
surfactant coated carbon nanotubes increase resolution it must be 
checked the possibility to perform a sequential injection as this results 
in a resolution enhance and the improvement in baseline stability. 
5 Added value of the present paper 
Capillary electrophoresis has been frequently used for separation 
and purification of SWNTs. In this paper the SWNTs are presented as 
an analytical tool for improving the analytical performance of 
electrophoretic separation and not as target analyte. The novel 
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electrophoretic modality avoids the problems inherent to the existing 
approaches concerning solubility of nanotubes, and those associated to 
the use of nanoparticles as components of the BGE (baseline stability 
and capillary clogging). In addition, the consumption of nanotube is very 
low as only a small plug of concentrated-dispersed CNT is introduced 
into the electrophoretic system. The advantage of the presence of the 
nanotube in the electrophoretic systems has been clearly demonstrated 










Figure 10. Scheme of the considerations that should be taken into account to 
use MiNDEKC strategy. 
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La extracción en fase sólida (SPE) es un método de preparación de 
muestra que concentra y purifica los analitos desde la matriz mediante 
la adsorción sobre una fase sólida, seguido de la elución del analito con 
un disolvente apropiado para el análisis instrumental [1]. Las ventajas 
de la SPE incluye mayores recuperaciones de analito, extractos 
purificados, fácil automatización y reducción en el consumo de 
disolventes orgánicos. 
 
Son muchos los materiales empleados en los procesos de SPE: C-8, C-
18, sílice, alumina, etc. En este sentido, los nanotubos de carbono 
parecen ser compuestos potenciales para la SPE por sus propiedades y 
características estructurales. Los NTs poseen grandes áreas 
superficiales e interaccionan fuertemente con los anillos bencénicos de 
los compuestos aromáticos. De hecho, en la bibliografía son numerosos 
los artículos en los que los nanotubos se emplean como material 
adsorbente para SPE [2-4]. 
 
En SPE, las interacciones son fundamentalmente de tipo superficial 
entre el analito y el material adsorbente. En esta Memoria se pretende 
potenciar interacciones de tipo molecular principalmente entre el analito 
y los NTs con objeto de alcanzar una mayor selectividad. En este caso, se 
pretende fomentar interacciones de tipo - aprovechando el sistema 
aromático extendido a lo largo de la estructura de los NTs. Cabe señalar 
que para alcanzar interacciones de tipo molecular es esencial evitar la 
formación de agregados. 
 
Con objeto de automatizar y simplificar las etapas de tratamiento de 
muestra, las columnas de SPE se insertaron en un sistema de flujo 
continuo. En nuestro caso se realiza el acoplamiento at-line del sistema 
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de flujo continuo, inyección en flujo (FI), con el equipo comercial de CE-
MS.  
 
En este Capítulo se propone un estudio de la capacidad adsorbente 
de diferentes nanotubos de carbono (multiwalled, single-walled, single-
walled carboxilados y single-walled carboxilados e inmovilizados sobre 
micropartículas de vidrio) como materiales en SPE. En ambos casos se 
emplean sistemas FI acoplados at-line con CE-MS. La utilidad de estos 
sistemas se demostró analizando residuos de antibióticos en muestras de 
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ABSTRACT 
 Last years chemical properties of carbon nanotubes (CNTs) have 
expected a high interest. One of the most important is the capability of 
CNTs to adsorb analytes on its surface. In this work such property has 
been used to preconcentrate trace tetracyclines from environmental 
water samples. Multi-walled carbon nanotubes (MWNTs) have showed 
higher capacity than single-walled carbon nanotubes (SWNTs). The 
preconcentration of tetracyclines on MWNTs followed by capillary 
electrophoresis-mass spectrometry allows the detection of 0.30-0.69 µg/L 
of tetracyclines. Recoveries for the analysis of spiked samples ranged 
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1. INTRODUCTION 
 
Few materials have elicited such scientific interest as carbon 
nanotubes (CNTs). This nanomaterial has already compiled an 
impressive list of superlatives since their discovery in 1991 [1]. CNTs 
are recognized as the ultimate carbon fiber with the highest strength of 
any material, thermal conductivity, excellent electrical properties and 
outstanding field emission properties. In fact, it can be affirm that CNTs 
were initially the providence of scientists interested in their unique 
physical properties, but over the past few years interest has begun to 
focus on their chemical properties. In this way, Analytical Chemistry 
seems to be one of the sciences interested in the chemical advantages of 
CNTs. The developments of sensors, biosensors, nanoprobes, solid phase 
extraction devices, among others, based on CNTs are clear examples of 
this interest [2-4]. 
 
One of the most important chemical properties of CNTs is their 
highly developed hydrophobic surface which exhibits strong sorption 
capabilities towards various compounds. This sorption is normally based 
on weak interactions (e.g. π-π stacking, electrostatic forces, van der 
Waals forces and hydrophobic interactions). This has been used in 
analytical chemistry to retain small molecules or even biochemically 
active molecules on their surface. This property has been widely used in 
literature to develop various detection devices (microelectrodes) but also 
has been used for preconcentrating trace analytes. In this way, Long et 
al. reported that multi-walled carbon nanotubes (MWNTs) present 
better adsorption capacity for dioxin removal than activated carbon [5]. 
MWNTs have been also used for removing other organic compounds, 
such as bisphenol A, 4-n-nonylphenol and 4-tert-octylphenol [6], several 
Capítulo IV 
 - 189 -
phthalate ester [7] as well as chlorophenols [8], from water samples. For 
this purpose between 0.3-0.5 g of MWNTs are typically packed and used 
in a minicolumn for solid phase extraction. MWNTs have been also used 
for the preconcentration of trace metal ions [9] and the determination of 
trace rare earth [10]. In this case, preconcentration was performed by 
using only 30 mg of MWNTs. A packed minicolumn of MWNTs has also 
been used for the preconcentration of organometallic compounds of lead, 
mercury and tin [11]. In batch adsorption studies it was demonstrated 
that suspended SWNTs or solubilised SWNTs through chemical 
modification can adsorb and retain 1,2-dichlorobenzene and 
trihalomethanes [12, 13]. 
 
Another analytical application of CNTs based on their surface 
properties is as the matrix for matrix-assisted laser 
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) 
[14]. In this case the function of CNTs is to trap the analytes on their 
surface and to act as energy receptacles for laser radiation. CNTS have 
also been used for the development of a microtrap preconcentration of 
volatile organic compounds (VOCs). The microtrap which consists of a 
CNTs self-assembled on the inside walls of the steel capillary, acted as a 
nanoconcentrator and an injector for gas chromatography [15]. 
 
In this work, the sorption capabilities of CNTs for preconcentrating 
aromatic compounds such as tetracyclines (viz. tetracycline, 
oxytetracycline, doxycycline) from ground and surface waters have been 
evaluated. In a previous work we develop an electrophoretic method 
which allows the determination of tetracyclines at the parts-per-billion 
level using STRATA-X resin as sorbent before CE-UV/Vis analysis [16]. 
In this work, analysis was performed using a flow system containing a 
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minicolumn with MWNTs which was at-line coupled to capillary 
electrophoresis-mass spectrometry equipment. 
 




Tetracyclines, viz. tetracycline, oxytetracycline and doxycycline were 
the target analytes. A 100 µg·ml−1 standard stock solution of each 
analyte was made in purified water and stored refrigerated. The 
standard working solutions were prepared daily by dilution of stock 
standard. Formic acid, citric acid (Sigma, St Louis, MO, USA) and 
sodium hydroxide (Prolabo, Paris, France) were used to prepare the 
electrophoretic solutions. Acetonitrile, HPLC grade, and hydrochloric 
acid were obtained from Panreac (Barcelona, Spain). Purified water (18 
MΩ) was obtained from a Millipore Milli-Q water purification system.  
 
Three types of carbon nanotubes were used in this study: two 
SWNTs with diameters of 1.2-1.5 nm and 0.7-1.2 nm and length 2-5 µm 
and 2-20 µm, respectively, and MWNTs with diameters of 20-50 nm and 
length ranging from 5 to 20 µm. All carbon nanotubes were supplied by 




An Agilent HP3D Capillary Electrophoresis system equipped with a 
diode array detector (Waldbronn, Germany) was used to separate the 
analytes. The CE equipment was coupled to an Agilent 1100 Series 
LC/MSD (equipped with a quadrupole analyser) via an electrospray 
atmospheric pressure ionisation (API) interface. The make-up flow of 
sheath liquid was delivered by the Agilent 1100 isocratic pump, which 
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was operated at a split ratio of 1:100. Control of the CE-MS system, data 
acquisition and processing was performed using the Agilent 
ChemStation software. Fused silica capillary 60 cm long (50 µm ID × 
375 µm OD) was used to accomplish the separation. New capillaries 
were sequently conditioned by flushing at 200 mbar 1M HCl, Milli-Q 
water, 0.1M NaOH and Milli-Q water for 5 min each, and finally with 
running buffer for 10 min. 
 
2.3 At-line coupling of the flow system to the capillary electrophoresis 
equipment 
 
At-line trace enrichment was accomplished by using a continuous 
flow system coupled to the CE equipment as depicted in Fig. 1. For 
analysis, 10 mL of samples or standard aqueous solutions were pumped 
at a flow rate of 2.3 mL min−1 through the minicolumn in order to retain 
the analytes. The minicolumn, <1 mm long × 9 mm i.d., was packed with 
6 mg of dispersed carbon nanotubes (CNTs). After retention, switching 
valve SV-1 was actuated to flush the minicolumn with water for 3 min. 
Then, SV-1 was switched back to pump an air stream through the 
minicolumn for 3 min in order to remove the water. Next, SV-2 was 
actuated and IV switched to its elution position to pump 200 µL of 
acetonitrile:acetic acid (90:10 v/v) through the minicolumn with the aid 
of an air stream. The eluate, containing the analytes, was inserted in a 
minivial of the CE autosampler through the replenishment system [17, 
18]. 
 
Finally, SV-2 was switched in order to condition the CNTs in the 
minicolumn for the next sample by using 0.6 ml of eluent (IV was 
switched three times) and 5 mL of water (by switching SV-1). In order to 
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extend the lifetime of the peristaltic pump tubes, the eluent was inserted 












Figure 1. Manifold used in combination with CE-MS equipment for the 
determination of tetracyclines in surface water. SV: switching valve; IV: 
injection valve; W: waste. 
 
 
2.4 CE and ESI-MS conditions 
 
The separation background electrolyte consisted of 50 mM formic 
acid, pH 2.0, and was prepared on a weekly basis. The applied voltage 
used for electrophoretic separation was 20 kV (which generated a 
current of 7.8 µA) and the temperature 25ºC. Samples were introduced 
in the capillary in the hydrodynamic injection mode, using a pressure of 
50 mbar for 30 s. 
 
The sheath liquid, which consisted of 50:50 (v/v) methanol/water 
containing 0.5% (v/v) formic acid, was used at a flow rate of 0.4 mL/min. 
The sheath liquid was prepared fresh on a weekly basis in order to 
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conditions for ESI and MS were as follows: fragmentor voltage, 70V; 
positive-ion polarity mode; nebulizer pressure, 10 psi; N2 drying gas flow 
rate 7 L/min; temperature, 250ºC; and capillary voltage, 4000V. 
Tetracyclines were detected in the SIM mode from their [M-H]+ peaks 
(m/z 445 for  tetracycline and doxycycline and 461 for oxytetracycline) in 
order to maximize the sensitivity. Peaks were quantified from their 
extracted ion chromatograms (EICs). 
 
3. RESULTS AND DISCUSSION 
 
The determination of tetracycline antibiotic residues in 
environmental water samples is of high interest since they are becoming 
as emergent contaminants. However, the sensitivity provided by 
capillary electrophoresis-mass spectrometry is not enough to study 
directly the environmental samples. As alternative to classical sorbent 
materials, we study the capacity of CNTs to preconcentrate trace 
tetracyclines. The chemical and instrumental variables involved were 
optimised as described below. 
 
3.1 Chemical and instrumental CE variables 
 
As is well known, a limited number of volatile buffers are compatible 
with ESI-MS detection. These buffers must provide adequate CE 
separations, stable spraying, and high MS signals. A revision of 
electrophoretic buffers described in literature point out that 
tetracyclines can be resolved in alkaline medium or in an acidic medium. 
A basic medium have the disadvantages that tetracyclines are easily 
oxidised and they are more incompatible with ESI-MS detection. 
Therefore, in this work we only tested volatile acid buffers. Concretely 
we compare citric acid and formic acid at different pH and ionic strength, 
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namely, pH values between 1.5 and 3 and concentrations between 10 
and 150 mM. These pH values were selected as to positively charged the 
anlytes, pH must be lower ~2.5 (at pH 4.7 tetracyclines are 
characterised to be neutral). In all cases the maximum concentration 
tested was fixed at 150 Mm in order to avoid Joule heating problems. 
Due to the few factors involved, the optimization of the separation buffer 
was made step-by-step approach. Considering that analytes, after 
preconcentration, will be in organic solvents this optimization was 
performed using tetracycline aqueous solutions and by using also 
standards prepared in methanol and acetonitrile. 
 
The best buffer found using this procedure was 50 mM formic acid at 
pH 2.0. Although both, citric acid and formic acid provided a good 
resolution of the analytes, stable baseline and a good electrospray 
stability, it was found that formic acid allows a higher voltage to be 
applied during the electrophoretic separation. Working with a 
concentration of 50 mM, with formic acid was possible to apply 20 kV, 
however, citric acid allows some problems with current interruptions 
due to Joule effect. In the case to use citric acid, we recommended to 
apply a maximum voltage of 15 kV. The pH was set to 2.0 as lower pH 
results in a lower precision of migration times and problems of 
compatibility with the introduction of standards prepared in methanol 
or acetonitrile.  
 
It is well known the importance of the optimization of the different 
factors which affect the ESI-MS signal. However, as above, it has done 
using a step-by-step procedure. Therefore, a systematic study about the 
effect of ESI and MS conditions (viz, fragmenter voltage, nebulizer 
pressure, nitrogen flow-rate, temperature and capillary voltage) was 
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carried out in order to obtain MS signals as high as possible and, as a 
result, low LOD values for tetracyclines. 
 
One of the most critical parameters for the intended application was 
the composition of the sheath liquid, which could affect the performance 
of the CE separation circuit, the stability of the electrospray, and the 
ionization process. Methanol:water, isopropanol:water and 
acteonitrile:water, all of them 1:1 v/v and containing different 
percentages of formic acid (between 0.2-2%), were tested as sheath liquid 
using direct infusion of the three tetracyclines. The best results in terms 
of intensity MS signal of tetracyclines were obtained using 
methanol:water; isopropanol:water provided intermediate results while 
acetonitrile:water provided the worst results. Once, methanol:water was 
selected as the best sheath liquid, the percentage of formic acid in the 
sheath liquid was studied. However, in this case to determine the 
combined influence of running buffer and formic acid from the sheath 
liquid on the MS signal the study was performed using CE separations. 
Finally, the best signal was obtained using 0.5% of formic acid.  
 
To avoid dilution problems in the ESI interface, and enhance 
sensitivity it was studied the possibility to decrease the flow rate of the 
sheath liquid. However, flow rates lower than 0.35 mL/min resulted in 
problems with current stability. To overcome this problem and enhance 
sensitivity, it was studied the possibility to assist the CE separation 
with pressure. This will allow a high flow rate coming from the capillary 
being possible to decrease the sheath liquid flow rate. Although this 
strategy permitted the MS signal to be increased also produce the 
collapsion of the peaks. Therefore, CE separation without pressure and a 
flow rate for the sheath liquid of 0.4 mL/min was recommended. To this 
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end, it must be taken into account that ESI sheath liquid interfaces 
always results in an additional flow rate into the capillary which is 
attributed to the siphoning effect as a results of the sheath liquid design. 
 
Repeatability studies were made at three concentration levels (0.5, 
1.0 and 2.0 mg/L) within the same day (n=6). Reproducibility studies 
were also made in the same way but in three consecutives days (n=18, 6 
per day). RSD values for the migration time were lower than 2.4% for 
the intraday repeatability study and lower than 3.6% for the day-to-day 
reproducibility study. RSD values for the peak area were lower than 
3.5% and 4.5% for the intraday repeatability and for the day-to-day 
reproducibility study respectively. 
 
3.2 Preconcentration and purification of samples 
 
A preliminary study showed that the packing of CNTs in minicolums 
results in a high over pressure in the system. Therefore, the first 
variable studied was the column dimensions and its effect on flow rate. 
As can be seen in Figure 2, minicolumns with diameter lower than 2 mm 
resulted in a high pressure in the case of MWNT. In addition, with time, 
after 10-15 determinations, the minicolumns with small diameter were 
collapsed. To avoid this problem, the minicolumn was located in the loop 
of an injection valve which permits the preconcentration and elution to 
be carried out in different direction. However, this also resulted in the 
collaption of minicolumn with use. In the case of SWNTs this 
phenomena was also observed but after a large number of 
preconcentrations (20-25). Based on these results, the minicolumn with 
an inner diameter of 9 mm was selected. Our objective is to make use of 
the capacity of individual CNTs to adsorb analytes. For this reason, we 
use a small amount of CNTs in order to minimize the formation and 
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dimensions of aggregates as CNTs have a high tendency to form 












   
 
Figure 2. Flow rate obtained for different minicolumns packed with: MWNT 
(20-50 nm × 5-20 µm), SWNT (1) (0.7-1.2 nm × 2-20µm) and SWNT(2) (1.2-1.5 
nm × 2-5 µm). 
 
 
Figure 3 compares the sorption capabilities of the three CNTs. As 
can be seen, MWNTs have been characterized as superior sorbents for 
isolating tetracyclines from water samples. In this study elution was 
performed with acetonitrile as in a preliminary study it was showed as 
better eluent than methanol. The sample pH was adjusted to pH 4.7 to 
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Figure 3. Comparison of adsorption capabilities of: MWNT (20-50 nm × 5-20 
µm), SWNT (1) (0.7-1.2 nm × 2-20µm) and SWNT(2) (1.2-1.5 nm × 2-5 µm). 
Experiments were carried out analyzing 75 µg/l of each tetracycline and 
using a minicolumn packed with 6 mg of each CNTs (<1mm long × 9 mm 
I.D.). 
 
Once, the minicolumn and the CNTs was selected, the sample pH, 
flow rate preconcentration and elution, and eluent composition was 
studied in more detail. The sample pH was studied in the range from 2 
to 6.5. The best results were obtained at pH range from 4.5 to 5.2. 
Therefore, sample was preconcentrated using citric buffer at pH 4.7-5.0. 
As recoveries were higher than 95% the flow rate was set at 2 mL/min as 
this flow rate allows a preconcetration to be performed during the 
electrophoretic analysis. Methanol and acetonitrile was tested as the 
eluent. Acetonitrile was the best eluent; however the recoveries were 
slightly lower than 100%. To increase the recovery, several mixtures of 
acetonitrile with acid were tested as eluent. Using acetonitrile:acetic 
acid 90:10 it was found that recoveries were statically compared to 100% 
for a confidence level of 95%. Recoveries were studied in the 
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3.3 Analytical features and applications 
 
Table 1 compares the analytical features of the proposed method 
(including preconcentration) for the three CNTs studied. As can be seen, 
working with MWNTs, the LOD ranged from 0.30 to 0.69 µg/L and the 
limit of quantification from 0.99 to 2.3 µg/L. The precision was lower 
than 6.4%. Calibration graphs showed good correlations for the three 
analytes with linear correlation coefficients > 0.994. In general, the use 
of SWNTs results in a lack of precision and sensitivity which is 
consequence of the low recoveries obtained. 
 
Table 1. Figures of merit of the determination of tetracyclines using the 
proposed method for the three types of CNTs: MWNT (20-50 nm × 5-20 µm), 
SWNT (1) (0.7-1.2 nm × 2-20µm) and SWNT(2) (1.2-1.5 nm × 2-5 µm). 
 
  Analyte LOD LOQ RSDa Recoveriesb 
   (µg/l) (µg/l) (%) (%) 
 
MWNT  
  Tetracyclines 0.69 2.31 5.5 97.8 - 101.8 
  Oxytetracycline 0.41 1.36 6.4 98.0 - 102.3 
  Doxycycline 0.30 0.99 5.4 99.1 - 101.7 
 
SWNT (1) 
  Tetracyclines 1.03 3.83 7.2 59.8 - 65.8 
  Oxytetracycline 0.58 2.35 6.9 55.2 - 70.2 
  Doxycycline 0.48 1.74 6.2 67.3 - 71.3 
 
SWNT (2) 
  Tetracyclines 1.14 4.02 7.4 33.2 - 43.6 
  Oxytetracycline 0.71 2.11 7.1 26.7 - 32.9 
  Doxycycline 0.53 1.78 7.7 22.9 - 34.2 
a six measurements 
b corresponding to standard with 5, 15, 30 and 45 µg/L.  
 
Compared with commercial STRATA-X resin (a modified styrene-
divenylbenzene polymer), CNTs present a higher sorption capacity as in 
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this work we only use 6 mg of MWNT versus the 20-60 mg of resin used 
in our previous work [16]. 
 
Table 2. Analysis of spiked water samples using the proposed method and 
MWNT as a sorbent material. 
 
 
 Added Found Recovery RSDa 
 (µg/L) (µg/L) (%) (%) 
 
Sample 1 
 Tetracycline 3.0 2.98 99.5 6.8 
 Oxytetracycline 3.0 3.04 101.4 7.2 
 Doxycycline 3.0 2.99 99.9 6.1 
 
Sample 2 
 Tetracycline 5.0 5.16 103.2 7.6 
 Oxytetracycline 5.0 4.98 99.7 8.0 
 Doxycycline 5.0 4.96 99.8 6.5 
 
Sample 3 
 Tetracycline 3.0 3.03 101.1 5.4 
 Oxytetracycline 10.0 10.2 102.1 6.4 
 Doxycycline 3.0 2.99 99.8 5.9 
 
Sample 4 
 Tetracycline 10.0 9.89 98.9 7.0 
 Oxytetracycline 10.0 9.93 99.3 7.4 
 Doxycycline 10.0 10.04 100.4 8.2 
 
Sample 5 
 Tetracycline 5.0 4.98 99.5 6.8  
 Oxytetracycline 5.0 5.03 100.6 7.5 
 Doxycycline 5.0 4.93 98.6 8.1 
 
Sample 6 
 Tetracycline 2.5 2.47 99.0 5.9 
 Oxytetracycline 2.5 2.54 101.5 8.2 
 Doxycycline 2.5 2.48 99.5 6.5 
a five measurements 
  
 
It is well-known that the detection of antibiotics in real samples is a 
difficult task due to their low concentration and the numerous 
interfering compounds from the matrix. In addition to sensitivity 
problems direct injections of concentrated samples leaded a lack of 
reproducibility of migration time making impossible a feasible 
quantification. The analysis of surface water samples from different 
places of Andalucia (Spain) point out the absence of tetracycline residues. 
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For this reason, to demonstrate the analytical potential and accuracy of 
the proposed method, spiked samples were analysed following the 
recommended procedure (preconcentration and electrophoretic analysis). 
Figure 4 shows the electropherogram of a real sample spiked with 3 µg/L 
of each tetracycline and Table 2 shows the results obtained from the 
analysis of spiked samples. It is important to remark that no significant 
differences between the concentrations added and those found were 
exposed by the paired t-test (p<0.05). As can be seen recoveries ranged 











Figure 4. Typical electropherogram of a mixture of 3 µg/l of each tetracycline. 
The peaks were: 1- tetracycline; 2- oxytetracycline and 3- doxycycline. The 




The use of MWNTs as sorbent material has been demonstrated a 
useful alternative to preconcentrate tetracycline residues from water 
environmental samples. The sorption capabilities of MWNTs were 
clearly higher than the capabilities of SWNTs. This high sorption 
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think about the possibility to purify analytes based on molecular 
interaction versus the classical interactions of the analyte with the 
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ABSTRACT 
Last years, the usefulness of the use of carbon nanotubes (CNTs) as 
sorbent material have been demonstrated for a wide variety of 
compounds. In this work it has been demonstrated for first time that 
immobilized carboxylated single-walled carbon nanotubes offers clear 
advantages over the use of CNTs. The higher adsorption capacity has 
been attributed to the special orientation of c-SWNTs molecules on the 
glass surface. The potential of this new sorbent was evaluated for the 
preconcentration of non-steroidal anti-inflammatory drugs from urine 
samples. Purified samples were analysed by capillary electrophoresis-
mass spectrometry detection allowing the determination of 1.6 to 2.6 
µg/L of NSAIDs with only 5 mL of sample. The precision of the method 
for the determination of real spiked urine samples ranged from 5.4 to 
7.4% and the recoveries from 98.6 to 102.2%. 
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1. INTRODUCTION 
 
Carbon nanotubes (CNTs) are widely recognized as an essential 
nanomaterial in the developments of nanotechnology. Last years 
especial attention has been made to the chemical aspects of CNTs 
sciences. In Analytical Sciences this attention has resulted in the use of 
CNTs as sorbent material among others uses such as the development of 
sensors, biosensors or probes.  
 
There are several examples in the literature of the use of CNTs for 
preconcentrating trace analytes. In this way, multi-walled carbon 
nanotubes (MWNTs) has been characterized for removing dioxins [1], 
endocrine disruptors such as bisphenol A, 4-n-nonylphenol and 4-tert-
octylphenol [2], chlorobenzenes [3], phthalate esters [4], In addition to 
CNTs, carboxylated-carbon nanotubes (c-CNTs) which are obtained after 
oxidation treatment with nitric acid have been also used as SPE sorbent. 
For example, it has been used for removing Pb2+, Cd2+ and F- from 
aqueous solution [5], or Cd, Mn, Ni [6]. In this sense, the study of kinetic 
curves of adsorption of Cu2+ point out that not only outer surface, but 
also inner cavities and inter-layers in the structure of c-CNTs were 
responsible of sorption of Cu2+ ions [7]. 
 
As an alternative, we propose to use c-CNTs immobilised on inert 
porous glass as a sorbent material. In literature the incorporation of 
CNTs on different matrices has been described. For example, MWNTs 
immobilized on silica glasses surfaces via laser treatment was made for 
reinforcement in robust composites and for conducting fillers in 
polymers [8]. Alternatively, Plenet et al. made carbon nanotubes silica 
glass composites in thin films by sol-gel technique [9].  The aim of these 
incorporations, as well as improvement the mechanical properties for 
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CNT polymer composites, is the interest for developing new photonic 
applications and optical devices. Other immobilization strategy used in 
the development of sensors is the spraying of CNTs or surfactant coated- 
CNTs onto glass or plastic [10]. 
 
But not only electrochemical applications are possible when the 
carbon nanotubes are retained on glass. By way of example, single-
walled carbon nanotubes are physically adsorbed to the inner wall of 
fused silica capillaries to change its surface properties and perform the 
electrophoretic separation of aniline derivates [11]. According to the 
authors, the interaction of the solutes with the modified capillary wall 
occurs via dual mechanism: ionic interactions with the charged moieties 
of c-CNTs and through hydrophobic interactions between the benzene 
ring and the surface of the c-CNTs.  
 
In this work we study the capabilities of carboxilated single walled 
carbon nanotubes to adsorb organic analytes. In order to increase the 
time of live of c-SWNT and to avoid problems of pressure due to 
compacting of minicolumn or even loses of c-SWNT due its small 
dimensions. C-SWNTs were chemically immobilized on controlled porous 
glass. To the best of our knowledge, this is the first study which studies 
the analytical potential of this CNTs to perform SPE purifications.  
 




Single walled carbon nanotubes (0.7-1.2 nm × 2-20 µm), glass 
controlled-pore, 1,3-dicyclohexylcarbodiimide, penthachlorophenol (PCP), 
activated carbon, 3-amino propyl triethoxy silane, glutaraldehyde, 
phosphoric acid, ketoprofen, tolmetin, indomethacin, citric acid and 
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ammonium acetate were purchased from Sigma (Barcelona, Spain). 
HPLC-grade methanol, dimethylformamide (DMF), nitric acid (60%) and 
hydrochloric acid (35%) were obtained from Panreac (Barcelona, Spain) 
and sodium hydroxide was supplied by J.T.Baker (Deventer, Holland). 
Standards solutions of the individual anti-inflammatory and internal 
standard, pentachlorophenol, were prepared at a concentration of 1000 
mg/l in methanol.  Working standard solutions were prepared by 
appropriate dilution with citric acid 50 mM of the standard solution. 
Background electrolyte and sheath liquid were made in purified water 




An Agilent HP3D Capillary Electrophoresis system equipped with a 
diode array detector (Waldbronn, Germany) was used to separate the 
analytes. The CE equipment was coupled to an Agilent 1100 Series 
LC/MSD (equipped with a quadrupole analyser) via an electrospray 
atmospheric pressure ionisation (API) interface. The make-up flow of 
sheath liquid was delivered by the Agilent 1100 isocratic pump, which 
was operated at a split ratio of 1:100. Control of the CE-MS system, data 
acquisition and processing was performed using the Agilent 
ChemStation software. Fused silica capillary 60 cm long (50 µm ID × 
375 µm OD) was used to accomplish the separation. New capillaries 
were sequentlly conditioned by flushing at 200 mbar 1M HCl, Milli-Q 
water, 0.1M NaOH and Milli-Q water for 5 min each, and finally with 
running buffer for 10 min. Between runs, the capillary was flushed at 
200 mbar with 0.1 M NaOH for 2 min and run buffer for 3 min.  
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2.3 At-line coupling of the flow system to the capillary electrophoresis 
equipment 
 
The continuous SPE configuration designed for the on-line 
preconcentration of NSAIDs from biological matrices was the same 
described in a previous work developed the preconcentration of 
tetracycline residues [12]. The system consists in a peristaltic pump, an 
injection valve to introduce the eluent in the system, a minicolumn 
containing the immobilized c-SWNTs, and two selection valves. One for 
selecting sample or cleaning solution and other one to select the waste or 
to direct the purified sample to the CE-MS equipment. 
 
The minicolumn was constructed by packing 15 mg of the glass 
controlled-pore containing the c-SWNT immobilised on its surface in a 
PTFE tube of 1.2 mm I.D.. The cotton upper frit and lower frit were 
remained at each end of the cartridge to hold the sorbent. Before 
preconcentration, the minicolumn was preconditioned with Milli Q water 
and methanol for 2 min of each it (flow rate: 2ml/min). In the 
preconcentration step, 5 mL of standard or sample was aspirated into 
the system at a flow rate of 1.15 ml/min.  Analytes were retained on the 
column and then the matrix was wasted with water for 1 min. In the 
elution step, the injection valve with the 200 µL loop filled with 
methanol was switched and the methanol was pumped with an air 
stream and passed through the sorbent column to elute the retained 
NSAIDs. The extract was collected in a vial and transferred to the CE-
MS instrument for analysis. The CNTs sorbent column were washed by 
passing water during 2 min at a flow rate of 2.31 mL/min, being the 
column ready for a new analysis. This purified solution containing the 
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analytes, was inserted in a minivial of the CE autosampler through the 
replenishment system [13, 14]. 
 
2.4 Synthesis of c-SWNT and immobilization on glass particles 
 
Synthesis of carboxylic carbon nanotubes: carboxylated carbon 
nanotubes were prepared by adding in a glass beaker 100 mg of SWNTs 
to 20 mL of H2SO4:HNO3 mixture (3:1). The mixture was ultrasonicated 
(50W, 60 Hz) during 90 min. Afterwards, the mixture was highly diluted 
with waster (2L) an filtered through 0.45 µm cellulose acetate filter. The 
obtained residue was then washed with water and treated in 25 mL of 
HCl 1M. In this case the mixture was sonicated only for 45 min. Finally, 
carboxylated carbon nantotubes were filtered washed and dried to air.  
 
Activation of glass: initially the glass controlled-pore was suspended 
in HNO3 (5% v/v) for 45 min. After this clean-up, 200 mg of cleaned and 
dried glass was mixed with 0.2 ml of  3-amino propyl triethoxy silane 
and 6 mL of ammonium acetate 0.05M (pH 5.0). The mixture, protected 
from light, was heated at 80ºC in a water bath during 2 h. After this 
reaction time, the mixture was filtered on 0.45 µm filters, washed and 
dried at 95ºC. 
The silanized glass was then coupled to glutaraldehyde. For this, the 
silanized glass was submerged in a solution of glutaraldehyde prepared 
by mixing 0.6 mL of glutaraldehyde with 5 mL of 0.1M orthophosphate 
at pH 8.5. After, 90 min of reaction, the glass was filtered and washed as 
described before. 
 
Coupling of c-SWNT with activated glass: for coupling, the activated 
glass was mixed with the c-SWNTs in 3 mL of dimethylformamide 
containing 0.7 mg of 1,3-dicyclohexylcarbodiimide. The mixture was left 
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for 5 hours and finally, filtered and washed. The c-SWNT immobilized 
on the activated glass was examined by electronic microscopy and 
atomic microscopy. 
 
2.5 CE and ESI-MS conditions 
 
The separation background electrolyte consisted of 25 mM 
ammonium acetate, pH 6.9, and was prepared on a weekly basis. The 
applied voltage used for electrophoretic separation was 20 kV (which 
generated a current of 19.6 µA) and the temperature 25ºC. Samples were 
introduced in the capillary in the hydrodynamic injection mode, using a 
pressure of 50 mbar for 10 s. 
 
The coaxial sheath liquid, which consisted of 50:50 (v/v) 
methanol/water containing 1% (v/v) 25 mM ammonium acetate, was 
used at a flow rate of 0.4 mL/min. The sheath liquid was prepared fresh 
on a weekly basis in order to ensure stable electrospray in the ionization 
source. The operating conditions for ESI and MS were as follows: 
fragmentor voltage, 80V; negative-ion polarity mode; nebulizer pressure, 
10 psi; N2 drying gas flow rate 7 L/min; temperature, 250ºC; and 
capillary voltage, 1750V. NSAIDs and PCP were detected in the SIM 
mode from their [M-COO]- peaks (with m/z 209 for ketoprofen, 212 for 
tolmetin, 312 for indomethacin) and [M]- m/z ion 265 for PCP. Analytes 
were quantified from their extracted ion chromatogramas (EICs). 
 
2.6 Urine sample treatment 
 
For analysis, urines were collected and mixed with citrate buffer at 
pH 1.75. Afterwards, the urines were filtered though a 0.45 µm filter 
before its introduction in the flow system. 
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3. RESULTS AND DISCUSSION 
 
c-SWNT immobilized on glass of controlled pore, has been studied as 
a new sorbent material. This material is characterized to have the c-
SWNT aligned and perpendicular to glass surface. It is consequence of 
the coupling reaction which takes place selectively with the carboxylic 
groups located at the ends of the SWNTs. The material, are 
characterised to present the sorption capabilities of SWNT as present a 
highly hydrophobic surface but also present carboxylic groups which can 
interact with analytes (electrostatic interaction or hydrogen bond 
interactions). Although, c-SWNTs are open tubes, the interaction of 
analyte with the inner surface of the nanotube was discarded on the 
basis of molecular size. Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) 
were selected as a target compounds due their particular chemical 
structure in which an aromatic group and a carboxylic group can be 
identified. The aromatic group can interact with the c-CNTs throught π-
π stacking interaction, in addition the carboxylic group can establish 
hydrogen bond with the carboxylic groups of the c-CNTs.  
 
3.1 Chemical and instrumental CE variables 
 
Non-steroidal anti-inflammatory drugs are characterised to present 
an acid carboxylic group with pKa around 4.2. Therefore, to be separated 
by capillary electrophoresis a neutral-basic media is needed to assure 
the ionization of the compounds. In addition buffer must be volatile to 
assure compatibility with ESI-MS detection. Therefore, ammonium 
acetate and ammonium borate were tested as a buffer. Although, in all 
cases good electrophoretic resolution was obtained when the buffer pH 
was higher than 6.5, ammonium acetate provided a higher spraying 
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stability. Therefore, 25 mM ammonium acetate at pH 6.9 was 
recommended. 
 
Although electrophoretic resolution was good, the sensitivity was 
lower. By comparing the analytical signal obtained in a CE analysis with 
that obtained using a direct infusion of the three NSAIDs it was 
concluded that ionization in the ESI interface is the responsible of this 
lack of sensitivity. For this reason several sheath liquids were tested to 
increase analyte ionization. Concretely it was tested mixtures of 
methanol:water and acetonitrile:water containing different percentages 
of formic acid (between 0.5 to 3%). However, none of them provided the 
desirable sensitivity. As all of this experiments were performed using 
the positive polarity mode, as alternative, we study the negative polarity 
mode. In this case the tested sheath liquid consisted in methanol:water 
and acetonitrile:water mixtures containing a percentage of the 
electrophoretic buffer. The best results were obtained working with 
methanol:water 50:50 (v/v) containing 1% of the electrophoretic buffer. 
The sensitivity working in negative polarity mode was six times higher 
than that obtained in the positive polarity mode. Although sensitivity 
was clearly improved, the precision of the peak area was worst. As this 
low precision was also observed when working with direct infusion of the 
sample, it was attributed to detection and irreproducibility during the 
ionization process. To improve the precision the use of an internal 
standard was recommended. After a screening with different analytes it 
was found that pentachlorophenol was the best option to be used as 
internal standard. The influence of the other ESI and MS conditions (viz; 
nebulizer pressure, frangmenter voltage, nitrogen flow-rate, 
temperature and capillary voltage) was also examined.  
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Using these recommended conditions a set of repeatability and 
reproducibility studies were performed at three concentration levels (1, 2 
and 3 mg/L). Repeatability studies were performed in the same day (n=5) 
and reproducibility studies by analysing three replicates in four 
consecutives days (n=12, 3 per day). RSD values for the migration time 
were lower than 3.1% and 3.7% for the intraday repeatability study and 
for the day-to-day reproducibility study respectively. The precision of the 
analytical signal (peak area ratio) expressed as relative standard 
deviation, were lower than 4.2% and 5.1% for the intraday repeatability 
and for the day-to-day reproducibility study respectively. 
 
3.2 Preconcentration and purification of samples 
 
Preliminary studies performed using different solvents demonstrated 
that immobilized c-SWNT present high chemical stability. In addition its 
packing in a minicolumn is easier and allows the use of high flow rates.  
 
In a previous work we studied and compared the capabilities of 
MWNT and SWNT to adsorb tetracyclines. Based on that, initially the 
four sorbents: MWNTs, SWNTs c-SWNTs and immobilized c-SWNTs 
were compared for the adsorption of tetracyclines. Figure 1 shows the 
results obtained as can be seen c-SWNT present a higher capacity to 
retain tetracyclines than SWNT. On the other hand, immobilization has 
a positive influence in sorption capabilities. As can be seen, immobilized 
c-SWNTs present a higher sorption capacity than free c-SWNT. To this 
end, it is important to remark that packed minicolumns were 
constructed on the basis of the same amount (weight) of sorbent. 
Therefore, in proportion the total amount of c-SWNT in clearly inferior 
when immobilized c-SWNTs were used as the most important 
contribution of the weight was due to glass particles. It must be then 
Capítulo IV 
 - 215 -
concluded that immobilization has a positive influence probably it was 
due to the orientation of molecules in the glass surface which results in a 












Figure 1. Comparison of adsorption capabilities of: MWNT (20-50 nm × 5-20 
µm), SWNT  (0.7-1.2 nm × 2-20µm), c-SWNT and c-SWNT retained on a 
glass particles for the sorption of tetracyclines. Experiments were carried 
out analyzing 60 µg/l of each tetracycline and using a minicolumn packed 
with 15 mg of each sorbent material. 
 
 
The same comparison was also performed for NSAIDs determination. 
As can be seen in Fig. 2, in this case even is more important the effect of 
immobilization which results in analytical signals higher and 
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Figure 2. Comparison of adsorption capabilities of: MWNT (20-50 nm × 5-20 
µm), SWNT  (0.7-1.2 nm × 2-20µm), c-SWNT and c-SWNT retained on a 
glass particles for the sorption of NSAIDs. Experiments were carried out 
analyzing 60 µg/l of each NSAIDs and using a minicolumn packed with 15 
mg of each sorbent material. 
 
Once selected on-glass immobilized c-SWNTs as the best sorbent it 
was studied the best chemical conditions which provided the higher 
sensibility and robustness. 
 
The first variable studied was the sample pH. As it was indicated 
before NSAIDs are characterised to present a pKa value between 3.96 - 
4.23. Therefore, the sample pH for preconcentration was studied over 
the range 1.5 – 5.5. The best results were obtained at lower pH being 
1.75 the pH recommended. The reason of this high adsorption at lower 
pH was due to a double effect as acid pH assure that NSAIDs are in 
neutral form and can interact better with the hydrophobic surface of the 
CNTs, on the other hand carboxylic groups of both c-SWNTs and 
analytes were protonated intensifying the interaccions between groups 
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To elute the analytes methanol allows the best recoveries. In fact 200 
µL of methanol resulted in a quantitative recovery of the analytes. By 
using acetonitrile it was found that elution recoveries were lower than 
54%.  
 
3.3 Analytical features and applications 
 
The figures of merit of the proposed method were assessed by 
running the overall method, preconcentration plus electrophoretic 
determination, for standard solutions. Each point of the calibration 
graph corresponds to the average of three individual measurements. The 
LOD and LOQ calculated as 3 and 10 times Sy/x/slope of the calibration 
graph, ranged from 1.6 to 2.6 and from 5.3 to 8.3 respectively. The 
precision of the method was evaluated by analysing eight replicates of a 
standard solution containing 12 µg/L. The relative standard deviation 
thus obtained ranged from 5.9 to 7.8 %. Table 1 summarises these 
analytical features. 
 
Table 1. Figures of merit of the determination of NSAIDs using the proposed 
method. 
 
  Analyte LOD LOQ RSDa Recoveriesb 
   (µg/l) (µg/l) (%) (%) 
 
  Ketoprofen 1.9 6.3 5.9 94.7 – 99.8 
  Tolmetin 1.6 5.3 7.3 96.6 – 102.4 
  Indomethacine 2.6 8.6 7.8 95.3 – 101.7 
 
a eigth measurements 
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The reliability of the proposed method was evaluated by applying it 
to a set o spiked real urine samples. Figure 3 shows a typical 
electropherogram of the analysis of a urine sample spiked with only 15 
µg/L of each NSAIDs. As can be seen from table 2, recoveries ranged 
from 97.6 to 102.2%. A paired t-test revealed the absence of significant 
differences between the concentrations added and those found. In 
addition, correlation between the added and found concentrations was 
statistically highly significant, which testifies to the accuracy of the 
proposed method. It is important top remark than recoveries and 
precision were good in the analysis or real urine sample even for 











Figure 3. Electropherogram corresponding to the analysis of a urine sample 
spiked with 15 µg/L of NSAIDs with the recommended procedure. The peaks 
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Table 2. Analysis of spiked urine samples using the proposed method. 
 
 Added Found Recovery RSDa 
 (µg/L) (µg/L) (%) (%) 
 
Sample 1 
 Ketoprofen 10.0 9.93 99.3 5.4 
 Tolmetin 10.0 9.98 98.6 7.2 
 Indomethacine 10.0 10.12 101.2 7.1 
 
Sample 2 
 Ketoprofen 12.0 12.08 100.7 5.9 
 Tolmetin 12.0 11.95 99.6 7.3 
 Indomethacine 12.0 11.87 98.9 6.9 
 
Sample 3 
 Ketoprofen 20.0 19.82 99.1 6.8 
 Tolmetin 10.0 9.99 99.9 7.5 
 Indomethacine 20.0 20.42 102.1 7.0 
 
Sample 4 
 Ketoprofen 15.0 15.23 101.5 5.5 
 Tolmetin 15.0 14.80 98.7 7.0 
 Indomethacine 15.0 14.90 99.3 7.3 
 
Sample 5 
 Ketoprofen 20.0 20.44 102.2 6.4 
 Tolmetin 20.0 19.96 99.8 6.9 
 Indomethacine 20.0 19.52 97.6 7.2 
 
Sample 6 
 Ketoprofen 15.0 15.32 102.1 7.4 
 Tolmetin 15.0 14.97 99.8 6.7 
 Indomethacine 30.0 30.45 101.5 6.9 
 





Oxidised or carboxylated single walled carbon nanotubes has showed 
a high sorption capacity to retain tetracyclines and NSAIDs. In addition 
their sorption capabilities were clearly intensified with its 
immobilization of a glass surface. Probably, this high capacity is related 
with the special orientation of c-SWNTs. However, the results obtained 
demonstrated that immobilised c-SWNTs are a reliable alternative for 
SPE. 
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1. Aproximación general a las aportaciones de esta Memoria. 
 
Esta Memoria se ha centrado fundamentalmente en estudiar 
posibles sinergias y complementariedades entre la electroforesis capilar 
y los nanotubos de carbono. Los resultados obtenidos en la misma 
pueden clasificarse en dos grandes grupos: i) aquellos en los que los 
nanotubos de carbono son la molécula analito de interés que serán 
caracterizadas y analizadas por electroforesis capilar y ii) aquellos en los 
que los NTs se han utilizado como una herramienta analítica para 
mejorar el proceso analítico de medida. Esta situación se recoge en la 
Figura V.1. 
 
En referencia al papel de la electroforesis capilar cuando los 
nanotubos son considerados analitos objeto de análisis, ésta resulta una 
herramienta eficaz tanto para la separación de NTs como de NTs 
funcionalizados. A pesar del elevado potencial y poder de resolución de la 
CE, una de las principales limitaciones es la gran tendencia de los NTs a 
agregarse entre sí. Por ello, la etapa previa de preparación de muestra 
es fundamental para su posterior análisis electroforético. En parte 
relacionado con lo anterior, otro gran inconveniente es su insolubilidad 
en medios acuosos y disolventes orgánicos comunes, lo que hace 
necesario recurir a etapas complementarias de solubilización/dispersión. 
Estos aspectos se han abordado en esta Memoria seleccionando como 
modelo la separación electroforética de NTs y de NTs funcionalizados, 
concretamente nanotubos carboxilados. Los problemas de 
solubilización/dispersión se han resuelto con el uso de tensioactivos, 
concretamente SDS. 
 
Por otra parte, como se muestra en la Figura V.1., son muchos los 
usos de los NTs como herramienta analítica en CE. Así pues, los NTs 
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pueden emplearse en procesos de clean-up, preconcentración y/o 
acondicionamiento de la muestra. Para ello, pueden utilizarse retenidos 
sobre soportes constituyendo filtros y membranas o bien en 
minicolumnas de SPE (estrategia seleccionada en esta Memoria y que se 
discutirá con más detalle posteriormente). Esta capacidad de adsorber e 
interaccionar con compuestos orgánicos y organometálicos, 
principalmente aromáticos, además de permitir efectuar etapas de SPE, 
desde el punto de vista analítico también se ha utilizado para 
desarrollar fases estacionarias en electrocromatografía (CEC) o incluso 
fase pseudoestacionarias en CE. Otro uso ampliamente estudiado e 
investigado en la actualidad, es el desarrollo de micro-sensores 
electroquímicos para la fabricación de sistemas de medida que sean 
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Como se ha indicado anteriormente, en esta Memoria se ha abordado 
tanto el uso de NTs para el desarrollo de herramientas como para el 
propio desarrollo de métodos electroforéticos para su caracterización y 
cuantificación. Con respecto a la determinación/caracterización de NTs, 
el objeto de análisis es: 
 
¾ Separar los NTs de subproductos de síntesis. 
 
¾ Caracterizar los NTs sintetizados. 
 
¾ Disponer de metodologías analíticas eficaces, rápidas y seguras 
para su cuantificación en matrices complejas: matrices 
medioambientales y biológicas. 
 
Este último aspecto se presenta como tendencia de futuro ya que 
debido al empleo creciente de aplicaciones tecnológicas de los NTs cabe 
pensar que en los próximos años se producirá un aumento en la 
demanda de estas determinaciones. 
 
La separación de NTs mediante CE presenta claras ventajas frente a 
otras metodologías. Así pues, como se recoge en la Figura V.2. permite 
separar fácilmente distintos NTs atendiendo a su tamaño y relación 
carga/masa, parámetros que determinan la posible separación 
electroforética. Es importante señalar que debemos pensar que la 
separación se efectua atendiendo a la relación carga/masa de la especie 
que se encuentra en el sistema electroforético. La movilidad de dicha 
especie en el sistema electroforético se podrá relacionar o no con las 
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Figura V.2. Ventajas de la electroforesis capilar para la separación de NTs. 
 
Los pasos fundamentales para el desarrollo de métodos 
electroforéticos que permitan la separación de NTs pueden resumirse en: 
 
¾ Solubilización de los NTs en el buffer electroforético y formación 
de especies cargadas susceptibles de ser separadas mediante 
electroforesis. O bien fomar especies neutras solubles que sean 
susceptibles de separar mediante electrocromatografia o 
electroforesis capilar de gel. 
 
¾ Fomentar la correcta solubilización/dispersión a fin de evitar la 
presencia de agregados de NTs. 
 
¾ Selección de las condiciones electroforéticas para conseguir un 
sistema reproducible tanto en área de pico como tiempo de 
migración. 
 
VENTAJAS DE LAS SEPARACIONES 
DE NTs MEDIANTE CE
Posibilidad de separar NTs
atendiendo a:
- Su tamaño
- Su relación carga/masa
Posibilidad de 
detectar la presencia 






Posibilidad de emplear 
diversos detectores 
ópticos: UV/Vis, LIF, 
FTIR, Raman (mayor 
información analítica)
Fácil separación 
de NTs de otros 
subproductos de 
síntesis
Posibilidad de efectuar 
separaciones en medios 
acuosos y orgánicos
Fácil separación 
entre MWNTs y 
SWNTs
Posibilidad de 
separar NTs y NTs-
funcionalizados
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Por consiguiente, en primer lugar deben diferenciarse las muestras 
de NTs no funcionalizados de las muestras de NTs funcionalizados. 
 
En caso de determinar NTs no funcionalizados debe considerarse que 
estos presentan una elevada insolubilidad así como gran tendencia a 
agregarse. En la literatura se han descrito diversas moléculas capaces de 
dispersar y solubilizar NTs como por ejemplo: tensioactivos, 
ciclodextrinas, polímeros y otras biomacromoléculas (en la sección 3.1 de 
la Introducción se ha discutido ampliamente este aspecto). 
 
Puesto que la correcta dispersión de los NTs es uno de los aspectos 
más críticos en esta Memoria, se ha hecho especial hincapié en este 
punto. Los mejores resultados se obtuvieron utilizando SDS, dado que 
además de presentar una elevada eficacia para dispersar NTs, formaban 
especies estables al ser sometidos a la acción del campo eléctrico, incluso 
por debajo de la concentración micelar crítica. Los denominados NTs 
recubiertos de SDS, al presentar una elevada estabilidad y carga 
residual en superficie, pueden separarse fácilmente por CZE. Como se 
pondrá de manifiesto posteriormente, los mejores resultados se 
obtuvieron eliminando las micelas del buffer electroforético y añadiendo 
al buffer un polímero físico que actúa de tamiz molecular y favorece la 
separación de los NTs. 
 
En el caso de los NTs funcionalizados, genéricamente hablando 
puede afirmarse que éstos presentan la ventaja de ser solubles en algún 
disolvente bien acuoso u orgánico, por lo que sería en principio posible su 
separación directa con alguna modalidad electroforética (CZE o NACE). 
En esta Memoria, como ejemplo de NTs funcionalizados se han 
seleccionado los NTs carboxilados los cuales se obtienen después de una 
etapa de hidrólisis ácida. Al someter los NTs a una hidrólisis ácida se 
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obtienen nanotubos de carbono abiertos y funcionalizados en sus 
extremos con ácido carboxílicos. Esta etapa de hidrólisis se denomina 
también apertura oxidativa de los NTs, el motivo de dicha terminología  
se debe simplemente al mecanismo de reacción, al ser las cabezas de los 
nanotubos los centros más reactivos debido a las tensiones ejercidas por 
los anillos de carbono de cinco unidades, la etapa de hidrólisis se inicia 
en ellas. Como consecuencia de ello, el NT se abre y se transforma en un 
tubo abierto. Dependiendo de las condiciones de hidrólisis, tiempo de 
reacción y condiciones energéticas principalmente, los NTs van 
hidrolizándose en mayor o menor extensión. Como resultado se obtienen 
nanotubos de carbono de distinta longitud. Los grupos carboxílicos de los 
extremos son fácilmente ionizables y estos NTs solubles y cargados son 
susceptibles de ser separados por CZE. La caracterización de estos NTs 
es de gran importancia puesto que, debido a su elevada reactividad 
química, son los precursores de una variedad de NTs funcionalizados. 
Además, en estos últimos años se ha demostrado que por sí mismos 
presentan interesantes ventajas tecnológicas siendo el punto de partida 
de diversos materiales. 
  
La separación de NTs carboxilados en principio es fácil por tratarse 
de especies cargadas y con relaciones carga/tamaño claramente 
diferentes. De hecho, se podría pensar que la simple modificación del pH 
y el ajuste de las condiciones electroforéticas sería suficiente para 
alcanzar un poder de resolución aceptable. Ello es así en el caso de 
separar NTs carboxilados definidos y con grandes diferencias. En esta 
Memoria se optó por separar mezclas de reacción que no habían sido 
sometidas a ningún tratamiento previo de purificación. En este caso, la 
muestra analizada consta de una distribución prácticamente constante 
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de NTs oxidados de diferente longitud. Atendiendo a las condiciones de 
reacción, con el tiempo desaparecen los NTs de mayor longitud y se 
aumenta el número de NTs de pequeña longitud. Ello resulta en picos 
próximos en el electroferograma e incluso en la obtención de pequeñas 
bandas. El tiempo de migración de estos picos se ha relacionado con la 
dimensión de los NTs, la anchura de los mismos a la base del pico con la 
distribución de longitudes y el area o altura de pico con el contenido total. 
Los resultados obtenidos demuestran el elevado potencial de la CE para 
abordar estos problemas. 
 
Atendiendo a nuestra experiencia y resultados obtenidos puede 
concluirse que los sistemas desarrollados permiten la separación de NTs 
así como la detección de agregados y presentan una elevada estabilidad 
cuando son sometidos a la acción del campo eléctrico. 
 
Con respecto al uso de NTs como herramienta analítica en CE se han 
estudiado dos aspectos: 
 
¾ Su uso como fase pseudoestacionaria.  
 
¾ Su uso para el desarrollo de sistemas de preconcentración. 
 
En todos los casos, la interacción de los analitos con los NTs es 
principalmente a través de interacciones del tipo -, ya que los NTs  al 
igual que el fulereno se caracterizan por presentar un sistema aromático 
extendido a lo largo de toda su estructura que puede interaccionar con 
los analitos. 
 
Concretamente los analitos seleccionados han sido clorofenoles, 
penicilinas, isómeros de norefedrina, anti-inflamatorios no esteroides 
(AINEs), y tetraciclinas. En la Figura V.3. se recogen las estructuras de 
estos analitos así como sus constantes de acidez. 
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Los clorofenoles, las penicilinas, los isómeros de la norefedrina y los 
AINEs se seleccionaron como modelos para estudiar el potencial del uso 
de los NTs como fase pseudoestacionaria. En cambio, las tetraciclinas y 
los AINEs se seleccionaron como modelo para estudiar la capacidad de 
los NTs como material adsorbente. 
 
La adición al buffer electroforético de NTs recubiertos con 
tensioactivos, los cuales actúan como fase pseudoestacionaria, ha dado 
origen a una nueva modalidad electroforética denominada 
Cromatografía electrocinética micelar de nanopartículas dispersadas 
(Micellar Nanoparticles Dispersion Electrokinetic Chromatography) 
abreviado como MiNDEKC. El objetivo es desarrollar un sistema o 
modalidad electroforética con un mayor poder de resolución. Todos estos 
analitos fueron seleccionados como modelo porque como ya es sabido, 
todos ellos requieren de la presencia de una fase pseudoestacionaria 
para su completa separación en CE. Además, todos ellos se caracterizan 






































Figura V.3. Estructura de los analitos determinados en esta Memoria. En la 
fórmula se representa la forma más ácida de cada uno de los analitos, así 
como los grupos ácidos y el valor respectivo de la constante de acidez 













































































































pKa ≈ 9.4 pKa ≈ 9.4
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Figura V.3. (continuación) Estructura de los analitos determinados en esta 
Memoria. En la fórmula se representa la forma más ácida de cada uno de los 
analitos, así como los grupos ácidos y el valor respectivo de la constante de 
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También se ha abordado a lo largo del trabajo experimental, el 
empleo de una inyección secuencial con la misma dispersión de NTs pero 
de mayor concentración que la empleada en la disolución electroforética 
con objeto de incrementar aún más la resolución y sensibilidad. Los 
analitos seleccionados además de presentar un sistema aromático, se 
caracterizan por presentar grupos ionizables, de hecho al pH de 
separación electroforética están ionizados. A pesar de estar cargados, su 
separación completa por CZE no es fácil como puede deducirse de la 
bibliografía. En este sentido recordemos que el uso de una fase 
pseudoestacionaria (micelas o microemulsiones) no se ha propuesto 
únicamente para separar analitos neutros sino también para resolver 
analitos cargados o parcialmente cargados. En nuestro caso, donde la 
fase pseudoestacionaria está constituida por NTs recubiertos, cabe 
pensar que analitos muy apolares presentan una interacción demasiada 
fuerte con los NTs, casi irreversible, siendo por consiguiente 
desaconsejable en este caso el uso de esta fase pseudoestacionaria. 
 
Una vez presentada una visión global de los estudios realizados en 
esta Memoria se discutirán a continuación los resultados más relevantes. 
Para ello se ha estructurado la discusión en los siguientes puntos: 
 
¾ Problemas analíticos abordados. 
 
¾ Herramientas analíticas desarrolladas. 
 
¾ Dispersión de NTs. 
 
¾ Separación electroforética de NTs. 
 
¾ Sistemas electroforéticos basados en el uso de NTs. 
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2. Problemas analíticos abordados. 
 
El primer problema analítico abordado en esta Memoria ha sido el 
desarrollo de una metodología analítica que permita caracterizar y 
separar fácilmente los NTs. La importancia de disponer de esta 
metodología se infiere del enorme potencial tecnológico que presentan los 
NTs en el campo de la nanotecnología (aspecto ampliamente discutido en 
la Introducción). 
 
En segundo lugar, mediante el uso de NTs se han abordado las 
siguientes problemáticas: 
 
La determinación e identificación de clorofenoles en medio acuoso. 
Así pues, debido a su alta toxicidad, es cada día de mayor importancia su 
determinación, de hecho, los clorofenoles se encuentran en la Lista de 
Prioridades Nacionales identificados por la Agencia de Protección 
Ambiental (EPA). Estos compuestos se usan en un gran número de 
aplicaciones como por ejemplo plaguicidas, antisépticos, etc. En la 
industria se utiliza como blanqueante de la pulpa de madera para 
producir papel. Además, se producen en pequeñas cantidades en el 
proceso de potabilización del agua con cloro. Todos estos usos hacen que 
los clorofenoles estén presentes en una gran cantidad de muestras de 
interés ambiental como aguas, suelos o sedimentos. De ahí la necesidad 
de disponer de metodologías para su identificación y cuantificación. 
 
La determinación de algunos fármacos como las penicilinas en 
muestras biológicas es de gran interés pero además, su determinación en 
el medio ambiente ha suscitado un gran interés en los últimos años al 
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identificarse como contaminantes emergentes. Las penicilinas (o beta-
lactaminas ya que poseen en su estructura un anillo beta-lactámico) son 
antibióticos de origen natural (producidos por hongos del genero 
Penicillum) o semisintéticos. Estos últimos se obtienen mediante la 
modificación de la estructura química de las penicilinas naturales.  
 
El interés de la determinación de la norefedrina o 
fenilpropanolamina se debe a que esta sustancia está incluida en el 
listado de precursores y sustancias químicas utilizadas en la fabricación 
ilícita de estupefacientes y sustancias psicotrópicas. Además, la 
norefedrina es una amina simpático-mimética que se emplea como 
descongestionante nasal en preparados utilizados para el tratamiento de 
procesos gripales y catarrales.  
 
La determinación de antiinflamatorios no esteroides (AINEs) en 
fluidos biológicos como orina o plasma proporciona la información 
requerida para evaluar la seguridad, efecto terapéutico y mecanismos de 
acción de estas drogas, ya que estos fármacos poseen acción analgésica, 
antiinflamatoria y antitérmica, entre otras. La determinación de estos 
compuestos tiene un fuerte impacto en áreas tales como toxicología 
forense y en el control de drogas de abuso, de ahí la necesidad de su 
detección a niveles bajos de concentración. Como puede observarse en la 
Figura V.3., los AINEs son sustancias ácidas con valores de pKa entre 3-
6 que se caracterizan por presentar estructuras químicas derivadas de 
los ácidos arilacético, arilpropiónico, indólico y antranílico.  
 
Las tetraciclinas, normalmente, se emplean en el control de 
infecciones bacterianas en humanos y animales. También se utilizan 
para proteger las cosechas de frutas y vegetales de plagas de insectos. 
Después de su administración, un alto porcentaje de la dosis se excreta 
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sin metabolizar a través de la orina y heces, de manera que éstas pueden 
llegar al medio ambiente. Debido a que las plantas no pueden extraer 
completamente estos antibióticos, estos compuestos persisten a lo largo 
de la cadena alimentaria llegando a producir problemas de resistencia. 
Una fuente importante de contaminación ambiental es a través del uso 
del estiércol proveniente de granjas como fertilizante. Su reciente 
aparición en el medio ambiente ha despertado interés por su 
determinación. Las estructuras químicas de esta familia de antibióticos 
están bien definidas y son derivados de núcleos de hidronaftaceno, los 
cuales contienen cuatro anillos fusionados (ver Figura V.3.).  
 
 
3. Herramientas analíticas desarrolladas. 
 
A lo largo de esta Memoria, se han desarrollado diferentes 
herramientas analíticas las cuales si bien se han aplicado a situaciones 
concretas o a modelos teóricos, pretenden presentarse como 
procedimientos y estrategias que puedan extenderse a otras situaciones. 
 
Con respecto a la separación electroforética de NTs no 
funcionalizados, el empleo de un polímero como la hidroxipropilmetil 
celulosa (HPMC) permite por una parte estabilizar la dispersión de los 
NTs obteniendo un menor grado de agregación y por otra, añadido al 
buffer electroforético en pequeñas cantidades, permite aumentar la 
reproducibilidad del sistema y el poder de resolución. En este sentido la 
adición de polímeros físicos al buffer electroforético se ha utilizado en la 
bibliografía para la separación y caracterización de coloides y de 
microorganismos. Los resultados que se presentan en esta Memoria 
demuestran que esta misma estrategia es eficaz para resolver 
nanoestructuras como por ejemplo NTs. Este resultado puede explicarse 
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en base al efecto de tamiz molecular que es estable como consecuencia de 
la presencia del polímero en el buffer electroforético. Respecto a la 
dispersión de NTs, como se ha indicado anteriormente, el SDS juega un 
papel crucial, sin embargo el empleo combinado de SDS y HPMC 
establece claros efectos sinérgicos que permiten aumentar la estabilidad 
y la reproducibilidad de la dispersión de NTs. Ello puede explicarse en 
base a la capacidad de este polímero para recubrir los nanotubos y 
minimizar así la formación de agregados mediante fuerzas de van der 
Waals. 
 
Con respecto a la caracterización de nanotubos funcionalizados, la 
CE es sin duda una herramienta con un gran potencial. En esta 
Memoria se ha seleccionado como modelo la separación de una mezcla de 
NTs oxidados o carboxilados los cuales resultan de un proceso de 
hidrólisis ácida. El método electroforético desarrollado permite realizar 
un seguimiento de la funcionalización de los nanotubos con el tiempo, 
puesto que pueden relacionarse los parámetros electroforéticos tales 
como tiempo de migración, anchura de pico y altura y área de pico con la 
distribución de tamaños de los NTs. 
 
Además de estudiar la CE como herramienta para la separación de 
NTs y proponer sistemas electroforéticos eficaces, se han desarrollado 
estrategias que permiten aumentar la resolución electroforética 
mediante el desarrollo de nuevas fases pseudoestacionaria basadas en 
NTs. Concretamente, el empleo de nanotubos de carbono recubiertos con 
SDS. En este sentido, la modalidad electroforética que se ha denominado 
MiNDEKC aparece como una alternativa a las modalidades ya descritas 
y conocidas como son MEKC o MEEKC. En el caso de que la capacidad 
de separación de MiNDEKC no sea suficiente, se puede optar por la 
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realización de una inyección secuencial con una dispersión de nanotubos 
de carbono más concentrada. Bajo estas condiciones, no sólo se alcanza 
un mayor poder de resolución sino que además se logra una mayor 
sensibilidad gracias a la preconcentración de la muestra en el capilar 
debido al fenómeno de sweeping. 
 
Finalmente, las nanoestructuras se han utilizado para desarrollar 
sistemas eficaces de tratamiento de muestra. A priori, la principal 
ventaja de estos sistemas de preconcentración radica en el fomento de 
las interacciones moleculares nanotubo-analito frente a las típicas 
interacciones superficie-analito utilizadas en procesos de SPE. 
Concretamente se han utilizado minicolumnas constituidas por NTs 
dispersados, a fin de minimizar la formación de agregados, y NTs 
alineados y retenidos sobre partículas de vidrio de poro controlado. Todo 
ello a objeto de potenciar las interacciones entre el NT y el analito. 
 
 
4. Dispersión de nanotubos de carbono. 
 
La insolubilidad de los nanotubos de carbono en medios acuosos, si 
bien, es una ventaja en determinadas ocasiones ya que por ejemplo 
posibilita su uso como adsorbente en SPE y la síntesis de (nano)sensores, 
en otras ocasiones, limita su empleo, por ejemplo, en determinadas 
aplicaciones biotecnológicas. Desde el punto de vista analítico, la 
insolubilidad de los NTs complica el desarrollo de métodos para su 
caracterización y purificación. Un examen de la bibliografía, pone de 
manifiesto que se han realizado grandes esfuerzos para alcanzar la 
solubilización/dispersión de nanotubos de carbono tanto en medios 
acuosos como orgánicos. De hecho, hoy en día, la obtención de 
dispersiones que carezcan de la presencia de agregados sigue siendo un 
Capítulo V 
 - 241 -
gran reto ya que los NTs de carbono presentan una gran capacidad para 
interaccionar entre ellos formando agregados a través de fuertes 
interacciones de var der Waals. En la Figura V.4. se muestran cuales 
son las ventajas e inconvenientes de la solubilización mediante 
















Figura V.4. Principales ventajas e inconvenientes de las estrategias de 
solubilización/dispersión de los nanotubos de carbono. 
 
 
La dispersión de NTs a través de interacciones hidrofóbicas pasa por 
la adsorción en su superficie de moléculas de tensioactivo u otros 
compuestos. Ello resulta en NTs rodeados o recubiertos de moléculas de 
tensioactivo como si se tratara de una micela en la que el NT se 
encuentra localizado en su interior. En la apartado 3.1 de la 
Introducción se describen los principales tensioactivos empleados para 







- No se producen alteraciones 
en la estructura de los NTs
- Métodos sencillos y rápidos
- Pueden existir agregados
- Requiere de radiación de 
ultrasonidos o microondas. 
Condiciones no controladas 
que pueden degradar los NTs
- Obtención de derivados que 
mejoran su aplicabilidad
- NTs inmovilizados sobre soportes 
rígidos
- Superficies modificadas con NTs
orientados
- Posibilidad de solubilizar NTs en 
un mayor número de disolventes
- Degradaciones parciales de NTs
(imperfecciones superficiales)
- Mezclas de NTs de diferente 
longitud
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lograr la correcta dispersión de los NTs así como otro tipo de moléculas 
que se han utilizado con el mismo fin. Entre éstas últimas destacan 
polímeros, ciclodextrinas y otras moléculas como, goma arábiga, amilasa 
y trimetil-(2-oxo-2-pireno-1-il-etil) bromuro de amonio. 
 
Probablemente entre todos los procesos de dispersión empleados, los 
que han suscitado un mayor interés son la solubilización/dispersión de 
nanotubos por recubrimiento con tensioactivos, principalmente SDS. Los 
sistemas de moléculas NTs-SDS obtenidos presentan una gran 
estabilidad siendo incluso posible dispersar los NTs utilizando 
concentraciones de SDS por debajo de la concentración micelar crítica. 
En este caso se observó que su estabilidad es tal, que incluso son 
estables en presencia de un campo eléctrico. Esta estabilidad de las 
dispersiones permite su uso en electroforesis capilar con un doble 
objetivo: 
  
¾ por un lado utilizarlo como estrategia para su separación y 
caracterización y 
 
¾ por otra parte, pueden adicionarse estas dispersiones a la 
disolución electroforética y utilizarla como fase 
pseudoestacionaria con objeto de aumentar la resolución.  
 
Como estrategia para el desarrollo de métodos electroforéticos de 
caracterización de NTs, se pensó que una buena alternativa sería 
dispersar los NTs con el compuesto aromático trimetil-(2-oxo-2-pireno-1-
il-etil) bromuro de amonio (Figura V.5.) que ya se había descrito 
anteriormente por el profesor Murakami como un compuesto capaz de 
dispersar NTs en disolución acuosa. Este compuesto, además de 
proporcionar al sistema una carga positiva que resultaría en un menor 
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tiempo de análisis electroforético, presenta como ventaja adicional una 
estructura con grupos aromáticos, por lo que se introduce un grupo 
cromóforo en el sistema que debería permitir alcanzar un mayor grado 
de sensibilidad en caso de utilizar la detección UV/Vis. Los resultados 
experimentales obtenidos pusieron de manifiesto que la dispersión 
acuosa obtenida no era estable al someterla al campo eléctrico y por 
consiguiente no podía utilizarse para la caracterización electroforética de 
NTs. Experimentos posteriores también demostraron que incluso la 
presencia de una fuerza iónica superior a 10 mM (acetato de amonio) ya 
era suficiente para desestabilizar el sistema originando la precipitación 









Figura V.5. Estructura química del trimetil-(2-oxo-2-pireno-1-il-etil) 
bromuro de amonio usado para la dispersión de nanotubos de carbono. 
 
 
En base a estos resultados, los resultados se centraron 
principalmente en el SDS para dispersar los NTs. En estos sistemas, a 
fin de evitar la presencia de agregados, es importante asistir con energía 
el proceso de dispersión. Típicamente puede utilizarse la radiación de 
ultrasonidos para alcanzar la solubilización/dispersión de los NTs. Si 
bien la radiación de ultrasonidos por un lado facilita la formación de las 
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provocar la transformación de los nanotubos en carbono amorfo o bien 
puede provocar la aparición de defectos en la superficie de los NTs, sobre 
todo cuando los tiempos de exposición a la radiación son prolongados. En 
nuestro caso confirmamos que las mejores condiciones de dispersión de 
NTs se obtenían al irradiar durante 20 min con ultrasonidos, 1 mg de 
cada nanotubo en 25 ml de una disolución acuosa de 17.3 mM de SDS. 
Tiempos de radiación superiores eran críticos para los SWNTs de 
longitud entre 0.7-1.2 nm. Con objeto de corroborar la ausencia de 
defectos superficiales de los NTs, una pequeña fracción se analizó 
mediante microscopía electrónica de barrido y se comprobó que cuando 
los NTs eran sometidos a este tiempo de radiación no se transformaban 
en carbono amorfo ni se producían defectos en su superficie. 
 
La dispersión de NTs con SDS en las condiciones descritas 
anteriormente permitió disminuir drásticamente la presencia de 
agregados y por consiguiente resultó una estrategia excelente para 
utilizar estas dispersiones como medio para la determinación de NTs o 
bien como fase pseudoestacionaria de la disolución electroforética. 
Anteriormente, algunos autores habían descrito la dispersión de 
nanotubos con SDS y su posterior separación electroforética. Sin 
embargo, estos mismos trabajos describían una baja reproducibilidad 
entre inyecciones, las cuales eran asociadas a una falta de 
reproducibilidad en la obtención de dispersiones como consecuencia de la 
formación de agregados. 
 
Por esta razón, además de utilizar SDS se pensó que la adicción de 
un polímero como la hidroxipropilmetil celulosa (HPMC) podría 
favorecer la dispersión de los NTs. Esto es debido a que la HPMC 
recubre a los NTs con una monocapa evitando de esta manera la 
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formación de agregados por fuerzas de van der Waals. De hecho, el orden 
de adición resultó crucial, la HPMC antes que el SDS, ya que una 
inversión en la secuencia no condujo a buenos resultados. Posiblemente 
ello se debe a que al adicionar en primer lugar el SDS, los agregados de 
NTs quedan recubiertos de SDS evitando la incorporación o adsorción de 
HPMC. Experimentalmente se comprobó que las mejores condiciones de 
trabajo fueron dispersar 1 mg de NTs en 25 ml de una disolución acuosa 
de SDS 17.3 mM que contiene 0.01% (p/v) de HPMC.  
En estas condiciones, disminuyó drásticamente la presencia de 
agregados como puede observarse de los electroferogramas mostrados en 
la Figura V.6. En ellos puede observarse una disminución del número de 
picos lo que se relaciona con la disminución del número de agregados 
presentes en la dispersión a costa de un incremento en el área del pico 













Figura V.6. Electroferograma de MWNTs dispersados (A) con SDS y (B) con 
SDS y HPMC. Condiciones electroforéticas: disolución electroforética, 
acetato amónico 5 mM conteniendo 0.025% (p/v) HPMC; voltaje, +15 kV; 
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Por último, es importante señalar que esta metodología fue efectiva 
tanto para la dispersión de SWNTs como de MWNTs. 
 
En base a nuestra experiencia, podemos afirmar que la 
caracterización de NTs a través de la formación de NTs recubiertos de 
SDS-HPMC y su posterior análisis electroforético es una alternativa útil 
y rápida a los métodos descritos hasta la fecha. 
  
La determinación de NTs solubilizados/dispersados mediante CE, 
presenta las siguientes ventajas: 
 
¾ Permite la detección de agregados. 
 
¾ Los NTs pueden ser separados en función de su relación 
carga/tamaño. 
 
¾ Permite la determinación simultánea de MWNTs y SWNTs. 
 
Como se ha señalado anteriormente el segundo objetivo de alcanzar 
una buena dispersión de los NTs es su posterior empleo como fase 
pseudoestacionaria en CE. En este sentido, es de suma importancia 
evitar la presencia de agregados dado que tienden a desestabilizar la 
línea base y por consiguiente empeorar las características analíticas del 
sistema. A objeto de examinar el efecto de la dispersión de NTs sobre la 
línea base se llenó el capilar con buffer de SDS y se aplicó una diferencia 
de potencial colocando en el inlet el mismo buffer micelar de SDS pero 
conteniendo además NTs dispersados. A medida que progresa el tiempo 
de análisis y debido al flujo electroosmótico (EOF) el capilar se va 
llenando del buffer que contiene los NTs dispersados. La Figura V.7. 
recoge la evolución de la señal analítica obtenida. Como puede 
observarse, a medida que aumenta la concentración de NTs se 
desestabiliza la línea base y aparece un mayor número de agregados los 
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cuales pueden relacionarse con un número de picos mayor en la línea 
base. En base a las experiencias realizadas y aún en las condiciones 
óptimas de dispersión, se recomienda no utilizar concentraciones 




Figura V.7. Efecto de la concentración de SWNTs recubiertos de tensioactivo 
sobre la estabilidad de la línea base. (A) Sin tensioactivo; (B) 3.5 mg/l SWNT; 




 5. Separación electroforética de nanotubos de carbono. 
 
Como se ha señalado anteriormente en la Introducción, entre las 
técnicas más utilizadas de caracterización de NTs destacan el IR, Raman 
y la microscopía electrónica de barrido y transmisión. Aunque estas 
técnicas permiten conocer características estructurales y morfológicas de 
los NTs, generalmente, requieren de una etapa previa de purificación y 
separación de los nanotubos.  
 
En esta Memoria se ha seleccionado la CE como técnica clave para 
efectuar dicha etapa a la vez que se ha propuesto como metodología 
rápida para la caracterización. 
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La electroforesis capilar es una técnica de separación con un alto 
poder de resolución. Su empleo para la separación de NTs es de gran 
interés puesto que permite obtener un elevado grado de información 
analítica sobre el sistema. Además, dado el elevado número de 
modalidades electroforéticas que existen, se pueden separar tanto 
moléculas cargadas como neutras. El esquema de la Figura V.8. muestra 
lo que podría ser un procedimiento de trabajo para desarrollar un 














Figura V.8. Procedimiento de trabajo para el desarrollo de un método 
electroforético de caracterización de NTs. 
 
 
En el caso de la caracterización de los NTs mediante CE cabe 
efectuar una primera distinción: 
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¾ Caracterización de NTs funcionalizados. 
 
Como puede observarse, la primera etapa sería la obtención de 
disoluciones o dispersiones estables y compatibles con el sistema 
electroforético. En caso de no ser solubles por si mismos se distinguen 
dos situaciones diferentes: 
 
¾ La funcionalización química de los NTs. Permite obtener 
derivados altamente solubles en medio acuoso u orgánico. Estos 
derivados se ionizan fácilmente y por tanto se pueden separar 
mediante electroforesis capilar en función de su relación 
carga/tamaño. 
 
¾ Para los NTs no funcionalizados es necesario la selección de un 
medio dispersante que permita la obtención de dispersiones 
estables de los NTs. Este medio dispersante generalmente es un 
tensioactivo como el SDS. 
  
La separación electroforética de los NTs recubiertos de tensioactivo- 
polímero se efectúa en base a su relación carga/tamaño, siendo el 
tamaño función del peso molecular, la estructura tridimensional y el 
grado de solvatación. Por otra parte, debe considerarse que la movilidad 
de las moléculas se ve dificultada o impedida por la viscosidad de la 
disolución y las fuerzas de fricción de acuerdo a la ley de Stokes. Es 
importante considerar este último aspecto en el caso de los NTs puesto 
que son moléculas voluminosas susceptibles de orientarse como 
consecuencia del campo eléctrico. Por tanto, existe la posibilidad que en 
función de esa orientación, moléculas o NTs que presenten una misma 
carga muestren movilidades diferentes al estar sometidos a una fuerza 
de rozamiento diferente. Esta situación se esquematiza en la Figura V.9. 
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Figura V.9. Esquema de las fuerzas de fricción dependiendo de la 
orientación del NT dentro del capilar. 
 
 
En nuestro caso, las mejores condiciones electroforéticas, mayor 
reproducibilidad y estabilidad, se alcanzaron utilizando como buffer 
electroforético una disolución de acetato amónico conteniendo 0.025% 
(p/v) de HPMC. La HPMC, que puede considerarse un polímero físico, 
actúa en cierta medida de tamiz molecular favoreciendo la separación 
electroforética de los sistemas de moléculas NT-SDS. De hecho, se 
obtuvieron mejores resultados adicionando HPMC que efectuando la 
separación en medio micelar (SDS). 
 
Las propiedades eléctricas de los NTs juegan un papel fundamental 
en su separación electroforética. Así pues, además de afectar a la posible 
orientación que van a adquirir dentro del sistema electroforético, la 
capacidad de adsorber más o menos moléculas de tensioactivo sobre la 
superficie del NT también es un reflejo de sus orbitales moleculares y 
por consiguiente de sus propiedades eléctricas. Como se ha señalado 
anteriormente, la estructura de NT recubierta de tensioactivo, al ser una 
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del campo eléctrico. Esta orientación depende de su momento dipolar y 
por tanto de las propiedades eléctricas de los NTs. Dado que la 
separación electroforética depende de todos estos factores es difícil 
establecer una relación directa entre la movilidad electroforética y el 
tamaño del NT o características eléctricas. Por ello, a fin de obtener una 
mayor información analítica, se adicionaron moléculas sondas al sistema, 
concretamente pentaclorofenol (PCP) que puede adsorberse sobre la 
superficie del nanotubo. 
 
 Los resultados obtenidos demostraron que la cantidad de sonda 
adsorbida no es la misma en todos los nanotubos. Así pues, la 
absorbancia medida era claramente diferente a pesar de partir de 
cantidades similares de NTs. Concretamente, se observó que NTs que 
presentaban dimensiones parecidas, adsorbían cantidades claramente 
diferentes de moléculas sonda. Una menor adsorción se traduce en una 
menor absorbancia registrada cuando el NT con la sonda adsorbida 
alcanza el sistema de detección. El descenso en la absorbancia también 
podría relacionarse con una menor estabilidad del sistema de modo que 
al aplicar el campo eléctrico la sonda se desorbiera de la superficie del 
NT. Por consiguiente, se pueden evaluar dos características del sistema 
con el uso de sonda: 
 
¾ Capacidad de adsorción de los NTs mayor o menor. 
 
¾ Fortaleza del enlace o estabilidad de la adsorción de la sonda. 
 
Si bien es difícil establecer cual de estas dos circunstancias conducen 
a una disminución de las moléculas sondas adsorbidas, se llega a la 
conclusión que la interacción NT-analito es muy débil, bien por no 
adsorberse inicialmente o bien por ser inestable dentro del sistema 
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electroforético. Es importante señalar que la adsorción de la molécula 
sonda se confirmó al obtener el espectro característico del PCP en cada 
uno de los picos. La Figura V.10. compara los electroferogramas 
obtenidos con y sin la molécula sonda (PCP) adsorbida sobre la 










Figura V.10. Electroferograma obtenidos con SWNT1,  SWNT2 y MWNTs A) 
sin contacto con PCP y B) en contacto con PCP antes de la dispersión con 
SDS y HPMC. Los picos corresponden a: A)1-MWNT; 2-MWNT; 3-SWNT2; 




El método electroforético desarrollado ha permitido la separación 
simultánea de diferentes SWNTs y MWNTs, con una elevada 
sensibilidad, robustez y reproducibilidad tal como puede deducirse de los 
valores de desviación estándar relativa obtenida para el área de los picos 
electroforéticos, la cual estuvo comprendida entre 3.4 y 6.4%. La 
determinación electroforética de NTs es además una buena herramienta 
analítica para determinar la presencia de agregados de nanotubos en el 
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posterior análisis por microscopía. En la Figura V.11. se puede observar 










Figura V.11. Dispositivo usado para la recolección de fracciones de NTs para 
su posterior análisis por microscopía. 
 
 
El sistema consistió en una interfase de líquido de relleno 
típicamente utilizados en interfase de electrospray para espectrómetros 
de masas que se conectó a toma tierra. El líquido de relleno seleccionado 
para asegurar el contacto eléctrico fue MeOH:H2O 50:50 con 1% de ácido 
fórmico. El extremo del capilar se localizó sobre un soporte que se 
desplazó a velocidad constante con ayuda de un motor. Ello permitió 
relacionar el tiempo de migración con la distancia recorrida. 
 
Si bien en nuestro caso el sistema de detección empleado fue UV/ 
visible, sería posible aplicar la misma metodología con otros sistemas de 
detección como por ejemplo FTIR o Raman. En este sentido cabe señalar 
que en la bibliografía tanto la espectroscopía infrarroja como Raman han 
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El empleo de sistemas híbridos CE-Raman supondría una gran 
ventaja ya que se obtendría una mayor información al poder realizar de 
forma simultánea la separación de los nanotubos y su caracterización ya 
que esta técnica espectroscópica ha sido ampliamente utilizada para la 
caracterización de NTs.  
 
Finalmente para concluir, en la Figura V.12. se muestran los factores 
















Figura V.12. Factores que afectan en la separación electroforética de los 
nanotubos de carbono. 
 
 
6. Sistemas electroforéticos basados en el uso de NTs 
 
En electroforesis capilar han sido muchas las estrategias seguidas 





-Condiciones del buffer electroforético: 
pH, fuerza iónica, viscosidad,etc.









Selección de medios en 
los que sean solubles
Dispersión con 
tensioactivo
Selección del tipo y 
concentración de tensioactivo
Ajuste de las condiciones 
de aporte de energía 
(ultrasonidos)




Factores derivados de la 
preparación de muestra
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sentido, destaca el empleo de medios micelares y microemulsionados 
como fases pseudoestacionarias, medios no acuosos, ciclodextrinas y 
derivados, etc. De hecho, la cromatografía electrocinética micelar 
(MEKC) se ha utilizado ampliamente para separar especies neutras e 
incluso para aumentar la resolución electroforética en la separación de 
especies cargadas. 
 
Alternativamente al uso de micelas, también se han empleado 
microemulsiones como fase pseudoestacionaria constituyendo la 
denominada cromatografía electrocinética microemulsionada (MEEKC). 
A diferencia de las micelas, las microemulsiones se caracterizan por 
presentar en su núcleo central una gota de aceite o disolvente.  
 
En los últimos años además de las micelas y las microemulsiones, el 
uso de nanopartículas como fase pseudoestacionaria ha cobrado gran 
importancia. Un ejemplo en este sentido es el uso de nanopartículas de 
oro como aditivos a la disolución electroforética para aumentar la 
resolución de diferentes compuestos. Como alternativa a las 
nanopartículas de oro, polímeros de impresión molecular, micelas y 
microemulsiones, en esta Tesis Doctoral se propone el uso de nanotubos 
de carbono recubiertos de tensioactivo como fase pseudoestacionaria de 
la disolución electroforética.  
 
Las principales innovaciones de esta metodología se pueden resumir 
en: 
 
¾ Desarrollo de una nueva modalidad electroforética que se ha 
denominado Cromatografía Electrocinética Micelar de 
Nanopartículas Dispersadas (Micelar Nanoparticle Dispersión 
Electrokinetic Chromatography, MiNDEKC). 
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¾ Uso de la inyección secuencial para aumentar la resolución 
electroforética y alcanzar mejores límites de detección.  
 
Anteriormente ya se ha señalado que los nanotubos recubiertos con 
tensioactivos eran estables al someterse al campo eléctrico, pero su 
estabilidad es tal que incluso pueden adicionarse al buffer electroforético 
sin que experimenten fenómenos de electrolisis cuando se someten a la 
acción del campo eléctrico. Ello resulta en líneas base estables y en la 
obtención de perfiles de intensidad constantes, aspectos que hacen 
prever que el uso de NTs recubiertos de tensioactivo sea una alternativa 
viable en los sistemas electroforéticos. 
 
La Figura V.13. compara los principales tipos de interacciones que 
pueden observarse en el caso de utilizar micelas, microemulsiones o NTs 
recubiertos con SDS como fase pseudoestacionaria. Como puede verse en 
caso de utilizar micelas, los analitos pueden interaccionar: 
 
¾ Con los grupos polares de la molécula de tensioactivo. 
 
¾ Con la cadena alquílica de las moléculas de tensioactivo. 
 
¾ Interacción mixta donde una parte de la molécula del analito 
interacciona con el grupo polar del tensioactivo y la otra con la 
cadena alquílica del mismo. 
 
En el caso de utilizar microemulsiones aparece un cuarto tipo de 
interacción: 
 
¾ La solubilización del analito en la gota de aceite que constituye el 
núcleo central de la microemulsión. 
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En el caso de utilizar NTs recubiertos de tensioactivos en lugar de 
producirse la solubilización del analito en el interior de la gota de 
disolvente o aceite se observa: 
 
¾ La adsorción del analito sobre la superficie del NT. 
 
Adicionalmente también es posible considerar un mecanismo mixto 
de interacción en la cual resulta: 
 
¾ El analito parcialmente adsorbido sobre la superficie del NT e 
interaccionando además con la cadena alquílica del tensioactivo. 
 
En base a estas interacciones se logra alcanzar un mayor grado de 
















Figura V.13. Principales tipos de fases pseudoestacionarias usadas en CE y 
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Como se ha indicado anteriormente al abordar la problemática de la 
dispersión de NTs, uno de los principales problemas que plantea la 
adición de nanopartículas a la disolución electroforética es la 
inestabilidad de la línea base y en algunas ocasiones la obtención de 
límites de detección elevados como consecuencia de los problemas de 
dispersión de la luz. En nuestro caso, con el empleo de concentraciones 
inferiores a 3.5 mg/l de nanotubos dispersados la relación señal/ruido de 
la línea base es comparable a la obtenida con la misma disolución 
electroforética sin contener nanotubos.  
 
Para demostrar el potencial del uso de NTs recubiertos de 
tensioactivos como fase pseudoestacionaria se abordó la separación de 
clorofenoles, AINEs y penicilinas. A modo de ejemplo la Figura V.14. 
muestra la comparativa del análisis electroforético de clorofenoles 
mediante MEKC y MiNDEKC. Como puede observarse al utilizar 










Figura V.14. Electroferograma de clorofenoles obtenido en A) ausencia y B) 
presencia de SWNTs recubiertos con tensioactivo (3.2 mg/l). Los picos son: (1) 
2,6-diclorofenol; (2) 3,5-diclorofenol; (3) 2,3-diclorofenol; (4) 2,5-diclorofenol; 
(5) 3,4-diclorofenol (6) 2,3,5-triclorofenol; (7) 2,4,5-triclorofenol; (8) 2,3,6-
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Asímismo, la Tabla V.1 recoge las condiciones electroforéticas 
recomendadas en cada caso. 
 
 
Tabla V.1. Esquema de los principales parámetros electroforéticos 
empleados con la modalidad MiNDECK. 




Hidrogenofosfato sódico 25mM + 
tetraborato sódico 15 mM + SDS 100mM 
+ 6% etanol + 2 ml de nanotubos 
dispersados* 
7.95 15 kV 10 s 
Penicilinas Tetraborato sódico 40 mM + SDS 10mM + 2 ml de nanotubos dispersados* 8.5 10 kV 10 s 
AINEs Hidrogenofosfato sódico 20mM +  SDS 50mM + 2 ml de nanotubos dispersados* 9.0 20 kV 10 s 
Isomeros 
norefedrina 
Hidrogenofosfato sódico 25mM +  SDS 
100mM + 6% etanol + 2 ml de nanotubos 
dispersados* 
7.95 15 kV 10 s 
* la dispersion de nanotubos se prepara adicionando 1 mg de SWNTs a 25 ml de una 
disolución acuosa de SDS 17.5 mM con 10% de butanol. 
 
 
En general, la resolución electroforética aumenta cuando aumenta la 
concentración de NTs dispersados con tensioactivo. Sin embargo, como 
se ha indicado anteriormente, la concentración máxima de NTs que 
puede adicionarse al sistema está limitada por la estabilidad de la línea 
base. Por ello, a fin de obtener una mayor resolución electroforética y 
obtener una línea base estable se propuso efectuar una inyección 
secuencial. 
 
Esta inyección secuencial consistió en la introducción dentro del 
capilar electroforético, antes de la muestra, de un pequeño segmento de 
una disolución concentrada conteniendo los NTs tal y como se representa 
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Figura V.15. Esquema de la inyección secuencial con nanotubos de carbono. 
 
 
Con respecto a la técnica denominada de llenado parcial (“partial 
filling”), cabe señalar que la metodología propuesta se fundamentó en la 
introducción dentro del capilar de electroforesis de un pequeño segmento 
de la disolución concentrada de NTs, a diferencia de la modalidad de 
partial filling o llenado parcial en la que una parte importante del 
capilar electroforético se llena con el buffer electroforético conteniendo 
las nanopartículas. 
 
En la Figura V.16. se recoge un ejemplo donde el empleo de la 
inyección secuencial es una etapa crítica para obtener la resolución y 









Figura V.16. Efecto de la inyección secuencial para la resolución de una 
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Además de un aumento de resolución, mediante la inyección 
secuencial, se logra un aumento adicional de sensibilidad. Este aumento 
de sensibilidad probablemente se debe a un cierto grado de sweeping. El 
sweeping puede definirse brevemente como el proceso por el cuál cuando 
se trabaja en medios micelares puede inyectarse cantidades superiores 
de muestra dado que la interacción de las primeras micelas con el 
segmento de muestra produce una preconcentración y/o estrechamiento 
adicional del pico de la muestra. El estrechamiento obtenido de las 
bandas del pico permite aumentar más la sensibilidad de la técnica 
mediante la introducción de cantidades mayores de muestra. 
 
Como se indica en el Capítulo III, esta nueva fase pseudoestacionaria 
permite también una cierta separación de sustancias quirales, 
interacción o tendencia que se observó para los isómeros de la 
norefedrina. 
 
En base a estos resultados y considerando que la separación de anti-
inflamatorios no esteroides requiere la presencia de una fase 
pseudoestacionaria (típicamente micelas) y de un selector quiral como β-
ciclodextrina se seleccionaron estos analitos para corroborar la 
capacidad de separación de esta fase pseudoestacionaria a pesar de no 
ser mezclas isoméricas. En este caso, se sustituyeron las micelas y el 
selector quiral por los NTs recubiertos de tensioactivos y los resultados 
demostraron que la simple adición de NTs recubiertos podía resolver la 
mezcla de analitos. 
 
Para concluir se comparan brevemente en la Tabla V.2. las ventajas 
e inconvenientes de esta nueva modalidad electroforética denominada 
MiNDEKC. 
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Tabla V.2. Principales ventajas e inconvenientes del uso de NTs recubiertos 










7. Sistemas de purificación y preconcentración basados en el uso de NTs 
 
La extracción en fase sólida (SPE) es una de las metodologías más 
utilizadas en el tratamiento de muestra dado que permite efectuar 
fácilmente tanto etapas de purificación como de preconcentración de los 
analitos. Típicamente, la SPE se fundamenta en la interacción de los 
analitos con una superficie sólida que puede contener uno o más tipos de 
grupos funcionales.  
 
Como alternativa a esta estrategia, en lugar de potenciar la 
interacción analito-superficie, se pretende potenciar la interacción 
analito-molécula. Concretamente moléculas de NTs que como se ha 
comentado anteriormente son capaces de adsorber moléculas sobre su 
superficie. 
 
La Figura V.17. recoge las principales características de los NTs 
como material adsorbente. Quizás la más importante de todas ellas es 
que al fomentar las interacciones moleculares se logra alcanzar una 
-Controlar la presencia/formación de 
agregados
-Problemas de compatibilidad con el 
sistema de detección
-Ligero aumento de los tiempos de 
análisis
-Problemas de obstrucción del capilar a 
concentraciones elevadas de NTs
-Elevado poder de resolución
-Aplicabilidad a una gran variedad de 
analitos (principalmente aromáticos)
-Posibilidad de potenciar separaciones 
quirales
-Pequeño consumo de NTs
• Con inyección secuencial:
- Aumento sensibilidad
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mayor selectividad. Sin duda esta selectividad es consecuencia del 
sistema aromático extendido a lo largo de su estructura. 
 
Esta capacidad elevada de adsorber permite por ejemplo la 
interacción fuerte de las cadenas alquílicas de tensioactivos con los NTs, 
o bien interacciones entre sistemas aromáticos (por ejemplo adsorción de 
clorofenoles, tetraciclinas, penicilinas, etc). La naturaleza de esos 
enlaces o la capacidad de adsorción de los NTs se debe a las 
características químicas de los átomos de carbono pero también a su 
ordenación característica. Así pues, NTs con distintas estructuras o 











Figura V.17. Principales características de los NTs para se usados como 
material adsorbente en SPE. 
 
Como ya se ha comentado a lo largo de esta Memoria, los NTs 
pueden clasificarse en dos grandes grupos: SWNTs y MWNTs. Los 
SWNTs, se caracterizan por presentar una  agrupación de átomos de 
carbono en un solo plano o lámina de grafeno, luego no es de extrañar 
que la fortaleza o capacidad adsortiva sea función de su tamaño y de su 
quiralidad. Estos dos aspectos van a determinar la energía de los 
PRINCIPALES CARACTERÍSTICAS 
DEL EMPLEO DE NTs COMO 
MATERIAL ADSORBENTE EN SPE
Elevada selectividad y 
especificidad (interacciones 
analito-NTs selectivas)
En ausencia de agregados elevada 
superficie especifica
En el caso de NTs abiertos, 
posibilidad de retener moléculas 
pequeñas en su interior
Elevada estabilidad 
química de los NTs
Posibilidad de inmovilizarse 
en un soporte rígido
Material nanoporoso. Posibilidad 
de potenciar las interacciones 
moleculares
Estabilidad en un amplio rango de 
pH y de disolventes
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orbitales moleculares y por consiguiente su capacidad de interaccionar 
con los analitos bien cediendo electrones  a analitos con sistemas 
aromáticos pobres en electrones o bien aceptando electrones de analitos 
que presentan sistemas aromáticos ricos en electrones (interacciones 
típicamente de stacking -).  
 
En este sentido es de mencionar el resultado obtenido en el Capítulo 
II presentado en esta Memoria. En dicha investigación, se observa como 
la capacidad de adsorber moléculas sonda, pentaclorofenol, de dos tipos 
de SWNTs es claramente diferente a pesar de existir únicamente ligeras 
diferencias en su tamaño. Es importante señalar que a pesar de hablar 
de capacidad de adsorción también estamos incluyendo de forma 
indirecta la estabilidad y fortaleza del enlace. Así pues, podría ser que 
ambos NTs presentaran capacidades adsortivas similares pero que 
difieran significativamente en la fortaleza del enlace de modo que al ser 
introducidos en el sistema electroforético la molécula adsorbida se 
liberara. 
 
En el caso de los MWNTs, además de disponer de una mayor área 
superficial con respecto a los SWNTs dado su mayor tamaño, debe 
considerarse que existe en este caso una interacción adicional entre los 
sistemas  de las diferentes capas de grafeno que constituyen el MWNT. 
Ello resulta en sistemas más estables y por consiguiente con una mayor 
capacidad de interaccionar y de retener o adsorber analitos ricos en 
electrones. En este sentido, cabe señalar que los trabajos descritos hasta 
la fecha que explotan los NTs como material para efectuar SPE emplean 
principalmente MWNTs. Un examen más exhaustivo de la bibliografía 
descrita hasta la fecha que describe el empleo de NTs como material 
adsorbente o bien como fase estacionaria para separaciones 
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cromatográficas pone de manifiesto que existen principalmente tres 
grupos químicos capaces de establecer interacciones fuertes con los NTs. 
En la Figura V.18. se muestra estas tres estructuras químicas básicas y 














Figura V.18. Principales grupos funcionales descritos en la bibliografía que 
interaccionan con los NTs y analitos determinados con métodos que 
involucran el uso de NTs como material adsorbente o como fase estacionaria.  
 
 
En esta Memoria, mediante el uso de NTs para efectuar SPE se han 
determinado dos familias de analitos diferentes, tetraciclinas y anti-
inflamatorios no esteroides, las cuales pueden incluirse en el grupo 2 y 3 
respectivamente del esquema anteriormente mostrado. 
 
A fin de favorecer las interacciones de analitos con moléculas de NTs 
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- Paration
X: Grupo donador; Z: Grupo aceptor
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formación de agregados entre los NTs. Por ello en esta Memoria se han 
comparado dos sistemas analíticos.  
 
En la primera configuración, se colocó una pequeña cantidad de 
nanotubos en una columna con un diámetro interno mayor que los tubos 
de PTFE típicamente empleados en la fabricación de minicolumnas de 
SPE (7.5 veces superior). Este soporte puede considerase como un filtro.  
 
Ha de tenerse en cuenta, que esta metodología no evita totalmente la 
formación de los agregados pero sí que minimiza en gran medida su 
formación, favoreciendo la aparición de interacciones moleculares entre 
NT y analito. 
 
Una ventaja adicional de este sistema es la baja sobrepresión, la cual 
permite trabajar a flujos elevados de preconcentración de los analitos 
cuando las minicolumnas se acoplan a un sistema de flujo reduciendo así 
el tiempo de análisis.  
 
En el segundo caso, con objeto de fomentar las interacciones 
moleculares, los NTs se inmovilizaron sobre partículas de vidrio de poro 
controlado. Con esta inmovilización se obtienen nanotubos orientados 
perpendicularmente sobre el vidrio, limitando la formación de agregados. 
 
En la sección de herramientas analíticas se describe el procedimiento 
de síntesis seguido para la inmovilización de los NTs. 
 
Uno de los aspectos más críticos fue corroborar que los NTs se 
encontraban inmovilizados sobre el vidrio y no dispersados a su 
alrededor. Para ello se efectuaron las siguientes experiencias: 
 
¾ Centrifugación. Los nanotubos inmovilizados se 
centrifugaron en agua y en una disolución acuosa de tensioactivo 
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a 3000 r.p.m. durante 15 minutos. En todos los casos, el agua de 
lavado era transparente lo que indica que los nanotubos no se 
desprenden del vidrio y se dispersan con el tensioactivo cuando 
son sometidos al proceso de centrifugación.  
 
¾ Radiación de ultrasonidos. Una pequeña cantidad de 
nanotubos inmovilizados se sometió a un proceso de radiación 
ultrasónica con una disolución de tensioactivo. En ninguno de los 
ensayos se observó la formación de dispersiones, indicando una 
vez más la inmovilización de los nanotubos. 
 
¾ Empleo de disolventes orgánicos. Dado que los nanotubos 
presentan una cierta solubilidad en disolventes orgánicos como 
dimetilsulfóxido y dimetilformamida se ensayaron estos mismos 
procedimientos (centrifugación y ultrasonidos) empleando estos 
disolventes. En ninguno de los ensayos, se observó el 
desprendimiento de los nanotubos del vidrio. 
 
¾ Microscopía de fuerza atómica. Esta técnica nos permitió 
corroborar la alineación vertical de los NTs sobre la superficie de 
los cristales. Asímismo, permitió comprobar que no se formaban 
agregados en ninguno de los casos. En la Figura V.19. se muestra 
a modo de ejemplo una imagen obtenida para los NTs 
inmovilizados mediante microscopio de fuerza atómica. Para su 
análisis microscópico las partículas de cristal con NTs 
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Figura V.19. Imagen de NTs inmovilizados sobre partículas de vidrio 
obtenida con microscopio de fuerza atómica. 
 
 
Finalmente, las partículas de vidrio conteniendo los NTs en su 
superficie se empaquetaron en un tubo de teflón para construir una 
pequeña minicolumna de SPE, la cual se insertó en el sistema de flujo. 
Este sistema se utilizó para la determinación de AINEs. 
 
En base a los resultados experimentales obtenidos y recogidos en 
esta Memoria podemos concluir que: 
 
¾ Los nanotubos funcionalizados e inmovilizados 
ordenadamente poseen una mayor capacidad de retención que los 
nanotubos sin funcionalizar e incluso una mayor capacidad que 
los nanotubos funcionalizados pero no inmovilizados. 
 
¾ Las retenciones son selectivas (apenas se observaron en 
los electroferogramas picos debidos a la matriz) al realizarse a 
través de interacciones moleculares. 
 
¾ Los MWNTs presentan por lo general una mayor 
capacidad de retención que los SWNTs. 
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En el caso de los NTs funcionalizados como por ejemplo NTs oxidados 
y abiertos que presentan grupos carboxílicos en los extremos, además de 
interaccionar con los analitos mediante interacciones apolares con la 
superficie del NT pueden interaccionar de forma mixta mediante 
puentes de hidrogeno o a través de fuerzas de van der Waals 
aumentando aún más la selectividad y eficacia de la retención.  
 
A modo de conclusión, en la Figura V.20. se recoge un estudio 
comparativo de la capacidad de NTs inmovilizados o no como material 












Figura V.20. Estudio comparativo de NTs inmovilizados sobre vidrio de poro 
controlado y sin inmovilizar como material adsorbente en SPE. 
 
 
Además de fase adsorbente en SPE, los NTs pueden utilizarse como 
fase estacionaria en cromatografía y electrocromatografia. En base a 
nuestra experiencia no cabe la menor duda que el uso de NTs retenidos 
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microfluídicos es un campo, apenas explotado, con un gran potencial 
analítico. 
 
Desde el punto de vista analítico, las interacciones moleculares 
además de conseguir extracciones más selectivas y específicas de los 
analitos pueden explotarse como soporte para realizar sistemas rápidos 
de cribado, técnicas de spot test. Actualmente, esta es una de las líneas 
de investigación prioritarias dentro de la nanotecnología enmarcada 
dentro del desarrollo de interruptores moleculares y aparatos a escala 
nanométrica. 
 
7.1. Aplicaciones analíticas. 
 
En el Capítulo IV de esta Tesis Doctoral se ha presentado la 
determinación de analitos como tetraciclinas y antiinflamatorios no 
esteroides mediante electroforesis capilar utilizando un espectrómetro de 
masas como detector. Este tipo de detección tiene una gran limitación, y 
es que a la interfase de electrospray no pueden llegar compuestos no 
volátiles como tensioactivos o selectores quirales que puedan contaminar 
la cámara de ionización e incluso disminuir la sensibilidad al no poder 
producirse la ionización total de los analitos. 
  
La modalidad electroforética empleada para la separación de estos 
compuestos fue la electroforesis capilar de zona (CZE) que es la más 
empleada en combinación con la espectrometría de masas gracias a su 
compatibilidad con la interfase. La separación se basa en la diferente 
movilidad que los analitos presentan en el medio electroforético, por lo 
que estos deben presentar una carga neta en dichas condiciones.  
 
Capítulo V 
 - 271 -
Los principales parámetros electroforéticos, así como algunos de los 
parámetros instrumentales referentes a la detección de masas se 
resumen en la tabla V.3.  
 
Tabla V.3. Esquema de los principales parámetros empleados en CE-MS. 
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Entre estos factores se destaca el uso de una disolución 
electroforética ácida para la separación de tetraciclinas. El empleo de 
disoluciones electroforéticas ácidas no es muy común en CZE dado que al 
utilizar detección UV/visible puede producir una inestabilidad 
importante de la línea base como consecuencia de la formación de 
complejos y clusters adsorbidos sobre la superficie del capilar. En este 
caso, el emplear la detección MS no se observaron problemas de 
inestabilidad. En concreto, se seleccionó el ácido fórmico a pH 2 porque 
este electrolito presentó una mayor volatilidad respecto a otros 
ensayados como el ácido cítrico. El empleo de este buffer ácido permitió 
no solo alcanzar una buena resolución electroforética sino que además se 
obtuvo una alta estabilidad tanto del electrospray como del perfil de 
intensidad y una gran sensibilidad en la determinación de estos analitos. 
 
Por el contrario para la separación de AINEs solo fue necesario el 
empleo de una disolución electroforética neutra como el acetato amónico 
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a pH 6.9. Este electrolito se caracteriza por generar un electrospray 
estable y una gran capacidad reguladora de pH en un amplio intervalo. 
La baja concentración de esta disolución electroforética se debe a los 
problemas de estabilidad de la línea base, ya que, al aumentar la 
concentración de este electrolito se producía un aumento de la relación 
señal/ruido que impedía la correcta integración de los picos y a una 
menor disipación del calor originando efecto Joule. Esta baja 
concentración permitió además aplicar altos potenciales electroforéticos 
que favorecían la resolución de los antiinflamatorios y originando 
además perfiles de intensidad estables.  
 
Teniendo en cuenta las estructuras de estos analitos así como sus 
constantes de acidez cabe pensar que a los valores de pH seleccionados 
(pH 2 y pH 6.8) las tetraciclinas se encuentran como cationes y los 
AINEs como aniones.  
 
El carácter aniónico de los AINEs permite el empleo del 
espectrómetro de masas con la modalidad de ionización negativa, menos 
usada que la modalidad de ionización positiva puesto que con frecuencia 
tiende a producir la formación de arcos eléctricos en la interfase del 
electrospray que fragmentan e ionizan la molécula originando problemas 
de sensibilidad.  
 
Mediante la combinación de la CE y la MS se alcanzó una alta 
resolución electroforética de estas familias de analitos, alcanzando una 
buena reproducibilidad con desviaciones estándar relativa entre 5.4 y 
6.4 para las tetraciclinas (usando en este caso MWNTs como material 
adsorbente) y entre 5.9 y 7.8 para los AINEs y alta sensibilidad como 
puede observarse en la Tabla V.4. 
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Tabla V.4. Principales características analíticas obtenidas mediante el 
empleo de SPE con nanotubos de carbono acoplados a CE-MS.  
 
 Analito RSD LOD LOQ Recuperación* 
Tetraciclina 5.5 0.69 2.31 97.8-101.8 
Oxitetraciclina 6.4 0.41 1.36 98.0-102.3 Tetraciclinas 
Doxiciclina 5.4 0.30 0.99 99.1-101.7 
Ketoprofeno 5.9 1.9 6.3 94.7.99.8 
Tolmetin 7.3 1.6 5.3 96.6-102.4 AINEs 
Indometacina 7.8 2.6 8.6 95.3-101.7 
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La búsqueda de tecnologías en el ámbito de la miniaturización ha 
conducido, en los últimos años, a lo que podríamos denominar Nano era. 
Sin duda, la gran evolución de este período ha sido el aprendizaje de la 
síntesis y propiedades de una sustancia que podríamos denominar 
original y que presenta unas cualidades físicas extraordinarias, los 
nanotubos de carbono, sustancia que ha sido objeto de estudio en la 
presente Tesis Doctoral. El alcance que ha tenido y que tendrá en un 
futuro próximo es espectacular, por ello hemos considerado oportuno 
concluir la Memoria con esta sección que pretende dar una visión 
general del papel actual y futuro de los nanotubos de carbono dentro de 
la Química Analítica. 
 
Como se ha comentado anteriormente, hasta la fecha los principales 
esfuerzos se han centrado en el desarrollo de métodos de síntesis y en el 
estudio de las propiedades y características de los NTs. Hoy en día la 
evolución ha sido tal que estos estudios empiezan a dar sus frutos y 
aparecen nuevos materiales con un amplio espectro de aplicaciones que 
incorporan nanotubos de carbono en su estructura. Algunos ejemplos son 
polímeros reforzados con nanotubos, la aparición de nanotransistores, 
materiales para la nanoimpresión que sustituirán a la nanolitografía en 
procesos de fabricación de microchips, lubricantes de alto rendimiento 
que tienen incorporados nanotubos alineados, nanotubos químicamente 
modificados y enlazados con una carga de ADN con el objetivo de 
transportar genes, filtros de nanotubos que entre sus aplicaciones 
incluye filtrar el agua con la capacidad de extraer por simple filtración 
por tamaño el virus del polio u otros patógenos como E. Coli y 
Staphylococcus aureus, baterías de litio que incorporan nanofibras de 
carbono y que duplican su capacidad, nuevas pantallas líquidas que 
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aprovechan los nanotubos como emisores de campo, sujeciones de 
nanotubos de carbono que se utilizan para soportar a los huesos y 
ayudar a pacientes de osteoporosis y con huesos fracturados, 
superconductores compuestos simplemente de nanotubos de carbono 
multi-capa, amplificadores de nanotubos que permiten establecer 
telecomunicaciones y comunicaciones por satélite y un largo etcétera. La 
gran mayoría de estas aplicaciones han sido ensayadas y comprobadas 
en el laboratorio y actualmente se está estudiando su potencial para 
abordar la producción. Hoy por hoy, la principal limitación sigue siendo 
el coste de producción de los nanotubos de carbono. Este proceso sin 
duda demanda de métodos de caracterización y purificación de 
nanotubos. En lo que hace referencia a los métodos de caracterización, la 
Química Analítica ha respondido con el desarrollo de métodos 
espectroscópicos y microscópicos, siendo posiblemente la espectroscopía 
Raman la que presenta un mayor potencial. Si bien estos métodos son 
útiles y eficaces, no responden a toda la demanda creada. Así pues, 
muchas de las aplicaciones son función, no sólo de las dimensiones de los 
nanotubos, sino también de sus características eléctricas, mecánicas y 
comportamiento químico, aspectos que deberían valorarse 
conjuntamente mediante el desarrollo de métodos simples y eficaces. En 
este sentido, en esta Tesis Doctoral se ha hecho un primer intento 
mediante el estudio combinado de nanotubos por electroforesis capilar y 
el uso de moléculas sonda. En lo que hace referencia al desarrollo de 
métodos de purificación, la contribución de la Química Analítica ha sido 
francamente escasa. Posiblemente muchos científicos dedicados a 
desarrollar métodos de purificación encuentran en este punto un serio 
problema. En muchas ocasiones no pueden estudiarse correctamente las 
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características y propiedades de los derivados debido a la ausencia de 
métodos de purificación eficaces. 
 
Otro aspecto de gran importancia, en el que apenas ha participado la 
Química Analítica, es el desarrollo de sistemas eficaces de dispersión de 
nanotubos. Para el desarrollo de nuevos materiales que exploten las 
ventajas y características de los nanotubos es fundamental desaglomerar 
la masa de nanotubos sintetizada, estabilizar los nanotubos discretos y 
por último incorporarlos en el nuevo material de la forma alineada más 
adecuada. Sin duda el desarrollo, estudio y caracterización de 
procedimientos de desaglomeración y estabilización de nanotubos son 
aspectos a los que la Química Analítica no ha prestado demasiada 
atención. Por ello, en esta Tesis Doctoral se insiste y profundiza en los 
procedimientos de dispersión de nanotubos. Concretamente la dispersión 
de nanotubos con tensioactivos, dodecilsulfato sódico, y polímeros, 
hidroxipropilmetilcelulosa. 
 
Hasta el momento se ha hablado del papel de la Química Analítica 
cuando el nanotubo es la molécula de interés pero como ya se ha puesto 
de manifiesto en esta Memoria, también deben considerarse aquellos 
aspectos en los que los nanotubos son una herramienta. Al igual que las 
otras ramas de la Ciencia, durantes los últimos años, la Química 
Analítica no ha permanecido ajena a las excelentes propiedades de los 
nanotubos y ha empleado los mismos para el desarrollo de nuevas 
metodologías y herramientas. En este sentido, la aparición de sensores y 
biosensores a escala micro y nanométrica que incorporan en su esqueleto 
nanotubos de carbono ha sido el aspecto más estudiado y desarrollado. 
Las excelentes propiedades eléctricas de estos materiales, sus reducidas 
dimensiones y elevada estabilidad justifican esta evolución. Otro aspecto 
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estudiado es el desarrollo de puntas típicas de microscopios de fuerzas 
atómicas modificadas con nanotubos de carbono. Con ello se consigue 
alcanzar mayor grado de resolución en las imágenes.  
 
También se ha abordado el uso de nanotubos de carbono para retener 
analitos de interés, bien mediante su empleo en procesos de extracción 
en fase sólida o bien mediante el desarrollo de columnas cromatográficas 
que incorporan nanotubos de carbono alineados. El empleo de nanotubos 
en etapas de extracción en fase sólida se ha orientado a la 
preconcentración de compuestos organometálicos, ya que si bien también 
se ha descrito su uso para la purificación de compuestos orgánicos, este 
aspecto se ha estudiado en menor extensión. Por ello  en esta Memoria 
se ha hecho mayor hincapié en este campo, considerando sobre todo que 
en los trabajos descritos apenas existía aplicación a muestras reales. El 
potencial de la retención de nanotubos sobre superficies de forma 
ordenada también se ha explotado en esta Memoria para el desarrollo de 
metodologías de SPE. Considerando que el empleo de nanopartículas en 
electroforesis capilar apenas se está estudiando, combinamos este 
aspecto con el potencial de los nanotubos previamente demostrado al 
incorporarlo en columnas cromatográficas, y se evaluó el 
comportamiento de nanotubos dispersados como fase pseudoestacionaria. 
Si bien todas estas metodologías y herramientas son útiles y eficaces, 
posiblemente el potencial de los nanotubos de carbono alcance un mayor 
auge cuando se exploten más intensamente las interacciones analito-
nanotubo a escala molecular.  
 
Hasta ahora hemos hablado del presente, pero ¿cuál es el futuro? Sin 
duda se trata de un futuro prometedor. El simple empleo de materiales 
modificados con nanotubos permitiría aumentar el potencial de muchas 
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metodologías, por ejemplo adquirir con mayor rapidez información 
suministrada por detectores, mayor poder de resolución etc. Pero sin 
duda la mayor revolución va a aparecer con la incorporación de 
nanotubos en los sistemas miniaturizados. Recordemos que durante 
decadas, se ha intentado miniaturizar todo aquello que nos rodeaba 
simplemente con objeto de hacerlo más eficiente y portátil o bien para 
obtener otros beneficios. En el caso de los sistemas de análisis 
miniaturizados, estos beneficios son fundamentalmente el coste del 
sistema y la rapidez en la que puede alcanzarse el análisis químico. 
Fruto de este interés son sistemas capaces de determinar, por ejemplo, 
13 parámetros diferentes en tan sólo 60 µL de sangre humana, o 
microchips capaces de efectuar un cribado en paralelo de 12 muestras de 
ADN en menos de 2 horas.  
 
La incorporación de nanotubos de carbono puede tener un papel clave 
en el desarrollo de nanodetectores electroquímicos (aspecto que ya se 
esta estudiando), el desarrollo de nanounidades de filtración o de 
purifición/preconcentración, el desarrollo de nanosensores moleculares, 
etc. Además de estos aspectos hay otros a considerar por ejemplo el uso 
de nanotubos alineados verticalmente como disipadores de calor en 
microchips o el desarrollo de chips poliméricos modificados con 
nanotubos. Cabe señalar que aunque el desarrollo de los chips estuvo 
vinculado durante mucho tiempo a la tecnología del silicio, actualmente 
ya empieza a verse las ventajas de utilizar otros materiales como 
cerámicas y polímeros. 
 
No debemos olvidar que paralelamente a esta evolución, día a día, se 
mejoran y perfeccionan los procesos de síntesis de nanotubos. Si bien 
aún existen problemas de reproducibilidad, investigadores de la 
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Universidad de California lograron en 2004 sintetizar un nanotubo 
mono-capa de 4 cm de longitud; conviene recordar que generalmente los 
más largos suelen alcanzar unos milímetros. En un futuro cercano 
cuando esta síntesis sea una realidad, podría utilizarse estos nanotubos 
para desarrollar nanosensores que permitieran por ejemplo realizar 
medidas in-line de parámetros bioquímicos en pacientes. Si se lograse 
sintetizar nanotubos largos, de diámetro mayor estaríamos a un paso de 
desarrollar nano sistemas de colección de muestra, por ejemplo líquido 
cefalorraquídeo, o incluso sistemas de nanoelectroforeticos. Los sensores 
basados en el reconocimiento molecular en el interior del nanotubo es 
otro campo potencial. Se puede concluir que el potencial real esta aún 
por llegar y que los empleos potenciales posiblemente sólo se encuentran 
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Se ha demostrado el potencial de la electroforesis capilar como 
técnica para la separación y caracterización de nanotubos y nanotubos 
funcionalizados. Así mismo, se han puesto de manifiesto las ventajas de 
los nanotubos de carbono para el desarrollo de nuevas herramientas 
útiles en procesos de medida electroforéticos bien como fases 
pseudoestacionarias del propio buffer electroforético o como material de 
adsorción en SPE para la preconcentración y acondicionamiento de la 
muestra previa a su introducción en el sistema electroforético. 
 
Dentro de los métodos electroforéticos desarrollados para la 
separación de NTs se ha demostrado que: 
 
¾ El empleo conjunto de dodecil sulfato sódico e 
hidroxipropilmetilcelulosa es  una estrategia eficaz y simple 
para dispersar los nanotubos de carbono. Estas dispersiones 
presentan una gran estabilidad aún cuando son sometidas a la 
acción del campo eléctrico dentro del sistema electroforético. 
 
¾ La adición de una pequeña cantidad de 
hidroxipropilmetilcelulosa al buffer electroforético se ha 
mostrado una estrategia útil para aumentar la 
reproducibilidad del sistema tanto en el número de picos 
obtenidos en el electroferograma como en los tiempos de 
migración. Además permite eliminar las micelas del buffer 
electroforético. 
 
¾ Es posible realizar la caracterización electroforética 
simultánea de diferentes tipos de nanotubos incluyendo 
nanotubos monocapa y nanotubos multicapa. 
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¾ El empleo de moléculas sondas adsorbidas sobre la superficie 
del nanotubo permite obtener información sobre sus 
propiedades eléctricas y su capacidad de adsorción. 
 
En cuanto al empleo de nanotubos de carbono como fase 
pseudoestacionaria: 
 
¾  Presenta importantes ventajas. Se ha desarrollado una nueva 
modalidad electroforética denominada MiNDEKC basada en 
el empleo de nanotubos recubiertos de dodecil sulfato sódico 
como fase pseudoestacionaria del buffer electroforético. Esta 
modalidad permite aumentar la resolución de compuestos 
aromáticos; concretamente se ha demostrado su eficacia para 
resolver diferentes familias de analitos como clorofenoles, 
penicilinas y antiinflamatorios no esteroides. 
 
¾ Se ha utilizado la inyección secuencial con un segmento 
concentrado de nanotubos de carbono recubiertos para 
aumentar la resolución electroforética. Se ha demostrado una 
estrategia útil para aumentar el volumen de muestra 
introducido en capilar aumentando así la sensibilidad. 
 
¾ Se ha comprobado una cierta tendencia a interaccionar con 
compuestos quirales aún partiéndo de nanotubos de carbono 
aquirales. 
 
En relación al empleo de nanotubos de carbono como material 
adsorbente en extracción en fase sólida se ha constatado que: 
 
¾ Los nanotubos de carbono son una alternativa eficaz para 
efectuar etapas de preconcentación mediante extracción en 
fase sólida en matrices complejas como orina y agua de río.  
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¾ Los nanotubos multicapa presentan una mayor capacidad de 
adsorción que los nanotubos monocapa. 
 
¾ Los nanotubos de carbono funcionalizados e inmovilizados 
permiten realizar retenciones más efectivas y selectivas 
gracias a dos tipos de interacciones diferentes; interacciones 
mixtas debidas a los grupos carboxílicos e interacciones 
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